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Referat: 
Das Enzym Glutaminsynthetase (GS) wird in Organen mit niedriger enzymatischer Aktivität in 
zumeist allen Zellen exprimiert. Auf der anderen Seite ist die Expression in Geweben mit hoher 
Aktivität auf spezialisierte Zellen beschränkt. So findet man in der Säugerleber Expression der 
GS nur in Hepatozyten, die in ein bis drei Zellreihen um die Zentralvenen lokalisiert sind. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage gestellt, ob der zwischen verschiedenen Spezies 
hoch konservierte 3’-Bereich der nicht-translatierten Region des GS-Gens an der Regulation 
der Expression und der Zonierung beteiligt ist.  Hierzu wurden Reportergenstudien, transiente 
Transfektionen sowie Northern-Blot-Experimente unter Verwendung von primären 
Hepatozyten aus dem periportalen und perizentralen Bereich der Rattenleber durchgeführt.  
 
Die Ergebnisse der Arbeit lassen eine über das 3’-Ende vermittelte selektive Destabilisierung 
der GS-mRNA in periportalen (GS-negativen) Hepatozyten vermuten. Zudem zeigte sich, dass 
die Wechselwirkung des 3’-UTRs mit Bereichen des 5’-UTRs, bzw. dem GS-Promotor für die 
eigentliche Regulation verantwortlich ist. Es lässt sich vermuten, dass eine posttranskriptionale 
Regulation neben den in den letzten Jahren aufgeklärten Mechanismen der Regulation der 
Transkription mit zur Feinsteuerung der Expression der GS beiträgt.  
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3’-UTR 3'-untranslated region (untranslatierter Bereich 
am downstream/ 3'-Ende der RNA) 
5’-UTR 5'-untranslated region (untranslatierter Bereich 
am upstream/ 5'-Ende der RNA) 
A Adenin 
AbP ARE-bindendes Protein 
ARE AU reiches Element 
ATP Adenosintriphosphat  
C Cytosin 
cDNA komplementäre DNA (complementary DNA) 
CoA Coenzym A 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DNase DNA-spaltendes (hydrolysierendes) Enzym 
dNTP Desoxy-Nukleotid-Triphosphat 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
G Guanin 
H/N luc 1730/1730 del A Plasmid mit Photinus Firefly Luciferase und 
homologem GS-Promotor in Kombination mit 
dem 1730 Basenpaaren langen 3’-Ende der GS. 
Die del A Konstrukte besitzen eine Deletion 
zwischen Position 595 und 673 nach Stopkodon.  
Hepes Hydroxy-ethyl-piperazine-ethane-sulfonic acid 
hnRNA heteronukleäre RNA 
IM Infusionsmedium 
MOPS N-Morpholino-Propansulfonsäure 
mRNA messenger RNA 
PABP poly(A)-Ende-bindendes Protein 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion  
PM Perfusionsmedium 
PPM Präperfusionsmedium 
pRL-CMV Plasmid mit Renilla Luciferase Reportergen und 
Promotor des Cytomegalie-Virus  
pSV luc 1730/1730 del A Plasmid mit Photinus Firefly Luciferase und 
heterologem Promotor des Simian-Virus in 
Kombination mit dem 1730 Basenpaaren langen 
3’-Ende der GS. Die del A Konstrukte besitzen 
eine Deletion zwischen Position 595 und 673.  
RH-Medium Rattenhepatozytenmedium 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase RNA-spaltendes (hydrolysierendes) Enzym 
rRNA Ribosomale RNA 
RT-PCR Kopplung einer reversen Transkription mit einer 
PCR 
TC Platte  „tissue culture“/ Zellkultur-Platte 
TNFα Tumor-Nekrose-Faktor α 
tRNA Translations-RNA 
TTP Tristetraprolin 
U Unit 
U Uracil 
Vol% Volumenprozent 
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A EINLEITUNG 
A.1 DIE LEBER 
A.1.1 DIE LEBER UND IHRE AUFGABEN 
 
 Die Leber erfüllt aufgrund ihres einzigartigen Enzymmusters sowie ihrer 
anatomisch-topographischen Situation wichtige Aufgaben  als zentrales Stoffwechselorgan. 
Sie erhält mit 25% des Herz-Zeit-Volumens den größten Anteil vor Niere (20%) und 
Skelettmuskel. Die spezifische Durchblutung ist mit 100ml pro 100g und Minute etwa so 
hoch wie die aller Skelettmuskel bei Belastung oder der Hirnrinde. Die Gefäßversorgung 
erfolgt über ein kombiniertes System mit Vasa privata und Vasa publica. Die Arteria hepatica 
propria aus dem Truncus coeliacus versorgt als Vasum privatum das Organ mit 
sauerstoffreichem Blut, die Vena portae führt dagegen als Vasum publicum nährstoffreiches 
Blut aus dem Mesenterialgebiet des Organismus zur Leber. Beide Gefäße treten zusammen 
mit dem retrograd verlaufenden Ductus hepaticus über die Leberpforte in das Organ ein, um 
dann als Vasa interlobulares oder Glissonsche Trias  im periportalen Feld zu verlaufen.  
 
Abb. 1: Lebermikrostruktur mit Portalfeld, Sinusoiden und Zentralvene als dreidimensionale 
funktionelle Einheit. (http://www.becomehealthynow.com/popups/liver.htm) 
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Über die Vena portae werden aus dem Mesenterialgebiet Glukose, Fruktose und Galaktose als 
Grundbausteine der resorbierten Kohlenhydrate antransportiert und durch die Leber deren 
Serumspiegel kontrolliert, ebenso erfahren Aminosäuren eine blutspiegelkorrelierte 
Regulation. Über das arterielle Blut der Arteria hepatica propria erreichen auch die 
Bestandteile des Lipidstoffwechsels die Leber, so werden die Blutspiegel von Triglyceriden, 
Cholesterin, Phospholipiden sowie freien Fettsäuren und Ketonkörpern je nach metabolischer 
Situation eingestellt. Die Herstellung und Erhaltung der Homöostase der wichtigsten 
Energieträger und strukturbildender und -erhaltender Stoffe des Organismus ist daher eine der 
wichtigen Aufgaben der Leber. 
Diese Anordnung bedingt ein ständiges Anfluten von über den Verdauungstrakt 
aufgenommenen nicht essentiellen Bestandteilen der Nahrung, exogener Noxen und 
Medikamenten über die Pfortader, sowie  Bestandteilen des Lipidstoffwechsels, endogener 
Noxen wie Ammoniak und zum Abbau bestimmten Produkten des Intermediärstoffwechsels 
über den arteriellen Zustrom. Alle Bestandteile, die den Anspruch der Strukturerhaltung oder 
Energiegewinnung nicht erfüllen, müssen schnellstmöglich aus dem Organismus oder 
zumindest dessen Zirkulation entfernt werden. Die Biotransformation dieser Bestandteile in 
eine über die Gallenflüssigkeit oder die Niere ausscheidbare Form und die vorherige 
Detoxifikation ist als zweite wichtige Aufgabe der Leber anzusehen. 
Bemerkenswert ist die Verknüpfung des Säure-Base-Haushaltes mit der Detoxifikation von 
Ammoniak. Neben Niere und Lunge erfolgt in der Leber die Reaktion auf metabolische 
Veränderung unter anderem mit Anpassung der Geschwindigkeit des Harnstoffzyklus in 
Abhängigkeit des pH-Wertes. Bei metabolischer Alkalose werden Ammoniak und Bikarbonat 
beschleunigt zu Harnstoff umgewandelt, bei metabolischer Azidose wird die Synthese von 
Harnstoff und damit der Abbau von Bikarbonat und Ammoniak gedrosselt. Dem dabei 
drohenden Ammoniaküberschuss im posthepatischen Blut wird in der Leber durch Steigerung 
der Glutaminsynthetase und resultierender Bildung von Glutamin aus Glutamat und 
Ammoniak entgegengewirkt. Die in den renalen Tubuluszellen vorhandene Glutaminase 
spaltet dieses Glutamin verstärkt, um über die verstärkte Ausscheidung von Ammoniak bzw. 
Ammoniumionen die Azidose zu korrigieren.   
Darüber hinaus erfüllt die Leber in der Synthese und im Abbau von Hormonen und 
Mediatoren einen wichtigen Beitrag zur internen humoralen Kommunikation und Reaktion 
des Organismus auf Reize und Stimuli und damit die Reaktions- und Überlebensfähigkeit des 
Gesamtorganismus. 
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Die unterschiedlichen Zellen, die neben den Hepatozyten das Organ Leber bilden, sind u.a. 
die Kupfferschen Sternzellen, die bis zu 90 % der gewebsständigen Makrophagen in der Leber 
ausmachen. Mit ihnen erwächst der Leber auch eine wichtige immunologische Aufgabe. 
Bakterien, bakterielle Endotoxine, Viren und sonstige immunogene Partikel werden 
phagozytiert und anschließend durch Prozessierung und Oberflächenlokalisation 
zirkulierenden Lymphozyten präsentiert und damit einer regulären Immunantwort zugeführt. 
Zusätzlich und leberspezifisch ergeben sich durch die so aktivierten Makrophagen sowie 
durch Phagozytose unspezifischer Gewebsabbauprodukte über Interleukin 1 und 6  endo- und 
parakrine Stimulationen der Hepatozyten, die zur Synthese und Sekretion von „Akute Phase 
Proteine“ führen. Nicht zu vergessen sind die vielfältigen Aufgaben der Hepatozyten für die 
Homöostase und Speicherung von Vitaminen und Spurenelementen. 
 
Die makroskopisch sichtbare Aufteilung in Lappen weist auf eine differenzierte 
histologische Struktur hin. Im Schnittbild der Leber imponiert eine Grundstruktur, in der die 
aus Arteriae interlobulares (A.hepatica propria), Venae interlobulares (V.porta), Vasa 
lymphatici und den retrograd verlaufenden Ductus interlobulares (Ductus hepaticus) 
bestehenden Glissonschen Triaden oder periportalen Felder einerseits, die Zentralvene als 
strukturellem Gegenpol andererseits sowie eine dazwischen gelegene Zone mit 
Leberparenchym auffallen.  
Abb. 2: Glissonsche Trias oder periportales Feld mit Vena porta (1), arteria hepatica (2), ductus 
hepaticus (3). (http://alf3.urz.unibas.ch/pathopic/e/intro.htm)  
 
Die von der Leberpforte als Fortsetzung der äußeren Leberkapsel ins Organinnere 
verlaufenden Bindegewebsfasern ummanteln das periportale Feld und teilen das 
Leberparenchym in Lobuli hepatis. Schon 1833 schlug Kiernan („The anatomy and 
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physiology af the liver“) anhand von Schweineleberpräparaten eine solche Enteilung vor. 
Dabei bilden etwa 1 bis 1,5 Billionen dieser 1-2 mm großen Polygone eine menschliche 
Leber. In der Zusammenlagerung mehrerer Polygone entstehen Zwischenräume, die von den 
mit Bindegewebe umsäumten periportalen Feldern ausgefüllt werden. In der Mitte eines 
Lobulus verläuft die Vena centralis, der Raum zwischen periportalen Feldern und Zentralvene  
wird von Hepatozyten ausgefüllt, die strahlenartig radial entlang sogenannter Sinusoide 
angeordnet sind. 60 bis 70 % der Zellmasse der Leber sind solche Hepatozyten, die wie die 
Cholangiozyten epithelialen Ursprungs sind. Hauptsächlich entlang der Sinusoiden befinden 
sich auch die anderen, nichtepithelialen Zellen: Einerseits Endothelzellen, die durch ihre 
podozytenartigen Fortsätze eine gefensterte Membran der Sinusoide erzeugen. Andererseits 
die schon oben erwähnten Kupffer-Zellen und nicht zuletzt sogenannte Stern- oder Ito-Zellen, 
die als Fettspeicher- und Vitaminspeicherzellen fungieren können.  
Diese klassische Einteilung nach eher histoanatomischen Gesichtspunkten ist heute 
weitestgehend zugunsten einer funktionellen Gliederung aufgegeben worden, die die 
Gefässversorgung und die Stoffwechselprozesse wesentlich besser berücksichtigt und der 
funktionellen Heterogenität am Besten gerecht zu werden scheint, auch wenn es die 
tatsächliche Mikrozirkulation nicht korrekt abbildet (McCuskey: The hepatic microvascular 
system  in the liver). Demzufolge ergeben sich Leberazini als kleinste funktionelle Einheit der 
Leber. Hierbei versteht man unter einem Azinus einen rhombenartigen Bezirk, dessen Ecken 
jeweils zwei Venae centrales und zwei portale Felder ausmachen und dessen Fläche von den 
zwischen periportalen Feldern und Venae centrales verlaufenden Sinusoiden ausgefüllt 
werden. Diese rhomboiden Flächen stellen damit die funktionsbestimmende 
zweidimensionale Ebene dar, der Blutfluss ist aber unbedingt dreidimensional zu verstehen 
(Rappaport et al. 1954, Rappaport 1976).  
Während also Portal- und arterielles Blut tangential über die Periportalfelder einströmt, 
perfundiert es die Sinusoide radial, um via Venae centrales wieder abzufließen. Parallel zu 
den Sinusoiden leiten die Canaliculi biliferi die gebildete Gallenflüssigkeit entgegen der 
Blutstromrichtung in die Ductus interlobulares. Diese Gallenkapillaren haben keine 
Endothelauskleidung und damit auch keine Basalmembran, ihr Lumen wird nur von den 
Hepatozyten selbst gebildet und über Zonulae occludentes abgedichtet. Die Ductus 
interlobulares werden dann von Cholangiozyten gebildet. 
Unter Zuhilfenahme der Azinuseinteilung entstehen unterschiedliche metabolische Zonen, 
periportale aerobe und perizentrale anaerobe, die auch die ablaufenden biochemischen 
Prozesse determinieren. So laufen Prozesse des Glykogenabbaus, der Glukoneogenese, der 
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Fettsäureoxidation, der Bilirubinsynthese und der Gallensäureausscheidung sowie 
Harnstoffsynthese aus Ammoniak aus dem Aminosäurestoffwechsel in erster Linie periportal 
ab, während man perizentral vorwiegend Glykogensynthese, Glykolyse, Lipogenese, 
Ammoniakentgiftung via Glutaminsynthese und Biotransformationen findet. 
 
A.1.2 ZONIERUNGSPHÄNOMENE 
 
Anhand der beiden wichtigsten Enzyme des Ammoniakstoffwechsels kann das 
Zonierungsphänomen  verdeutlicht werden. Die Carbamoylsynthetase (CPS) synthetisiert die 
ATP-abhängige Bildung von Carbamoylphosphat aus Ammoniak und Kohlendioxid bzw. 
Bikarbonat als Schlüsselreaktion der Harnstoffsynthese. Die Glutaminsynthetase (GS) (L-
glutamate ammonia ligase (ADP-forming), EC 6.3.1.1) katalysiert dagegen die ATP-
abhängige Bildung von Glutamin aus Glutamat und Ammoniak. Sie liegt in variabler 
Konzentration in vielen verschiedenen Geweben vor. Betrifft dies eine zelluläre 
Subpopulation eines Gewebes, die Ammoniak-eliminierende und Glutamat-entziehende 
Funktion hat (perizentrale Hepatozyten, Astrozyten), so tritt sie interessanterweise in 10 bis 
100-fach höherer Konzentration auf als in normal Glutamin-produzierenden Zellen 
(Myozyten, Adipozyten) (Lie-Venema et al. 1991).  Die GS zeigt in der intakten Leber eine 
strenge Anordnung in 1-3 Zellagen um die hepatischen Venae centrales (Gebhardt und Mecke 
1983). Reziprok zu diesem schmalen perizentralen Saum mit GS-positiven Zellen zeigt die 
CPS eine eher periportale Anordnung (Gaasbeek et al. 1984). Nach dem Modell von 
Gebhardt und Mecke sowie Häussinger (1983 und 1986) könnte sich ein intrasinusoidaler 
Glutaminzyklus einstellen, nach dem das im periportalen Bereich zur Harnstoffsynthese 
benötigte Glutamin (Glutamin ist Ammoniakfänger im Gesamtorganismus) zum Einstellen 
eines konstanten Plasmaspiegels im perizentralen Bereich durch die Glutaminsynthetase 
wieder neu synthetisiert wird. Gleichzeitig würde derjenige Ammoniak, der dem periportalen 
Harnstoffzyklus entkäme, sinusterminal dem Blut entzogen und an einer weiteren 
Körperpassage gehindert. Für dieses Modell spricht  auch die Beobachtung, dass die CPS 
periportal mit etwa gleicher Aktivität vorkommt wie die GS perizentral (de Groot und ten 
Voorde 1987).  
Interessant dabei ist, dass in der Rattenleber eine Übergangszone vorkommt, in der beide 
Enzyme mit niedriger Aktivität kolokalisiert sind (Gebhardt et al. 1991). Bei der humanen 
Leber dagegen existiert ein Bereich, in dem beide Enzyme überhaupt nicht exprimiert werden. 
Dieser Bereich bildet sich jedoch erst im Alter von 25 Jahren aus. Im Übrigen kann zwar die 
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CPS bereits pränatal hepatisch nachgewiesen werden, die GS jedoch bildet sich erst mit dem 
Einstellen des Ammoniak-Metabolismus und der Etablierung der azinären Strukturierung 
heraus (Moorman et al. 1989). Unabhängig vom Organismus erweist sich jedoch der 
Zonierungstyp als ausgesprochen stabil gegenüber physiologischen und pathophysiologischen 
Stimuli. Normalerweise erfolgt die Anordnung von Enzymen und Proteinen einem 
Konzentrationsgradienten entlang des Sinusoids. Jeder dieser Faktoren ist damit in jedem 
Hepatozyten in differierender Konzentration vertreten. Damit wird eine optimale Anpassung 
an physiologische Gegebenheiten erreicht, die entsprechend variabel zu sein hat. Bei einer so 
generierten Heterogenität kann man von einem Gradiententypus sprechen. Bei der 
besprochenen Anordnung von CPS und GS  handelt es sich aber offenbar nicht um eine 
Heterogenität, die einem Gradiententypus folgt, sondern vielmehr um einem  
Kompartimententypus (Gebhardt und Mecke 1983, Moorman et al. 1989, Lamers et al. 1987). 
Die Enzyme sind dabei in ihrer Aktivität stabil, selbst bei großen 
Konzentrationsschwankungen ihrer modulierenden  Faktoren.  
 
A.2 REGULATION DER TRANSKRIPTION 
  
 Für eine Zelle ist es überlebensnotwendig, auf externe Stimuli und Signalstoffe 
adäquat reagieren zu können. Gleichsam erfordert ihr jeweiliger Aktivitäts- und  
Differenzierungszustand, eine Vielzahl von unterschiedlichen Genprodukten in relativ kurzer 
Zeit zur Verfügung zu stellen. Dabei ist es notwendig, einen kleinen Teil der kodierenden 
Region im Zellkern abzulesen und diese Information in einer für die folgende 
zytoplasmatische Proteinsynthese geeigneten Form zur Verfügung zu stellen. Die Synthese 
einer einzelsträngigen und der kodierenden Sequenz komplementären RNA am Matrizen-
DNA-Strang wird als Transkription bezeichnet. Dieser hochspezifische Prozess wird durch 
mehrere Mechanismen reguliert. Obwohl sich diese Arbeit hauptsächlich mit der 
posttranskriptionellen Regulation beschäftigt, soll hier ein kurzer Überblick gegeben werden.   
Vereinfachend wird die Transkription eukaryotischer Klasse-II-Gene (Synthese von mRNA 
zur Proteinsynthese im Zytoplasma) hauptsächlich durch die RNA-Polymerase II 
durchgeführt. Sie bindet mit Hilfe allgemeiner Transkriptionsfaktoren (TF II b, TF II h, TF II 
f, TF II e) als RNA-Polymerase II Holoenzym an eine sogenannte TATA-Box (Thymin und 
Adenosin reicher, kurzer Sequenzabschnitt) oder TATA-Box-ähnliche Strukturen im 
upstream Bereich der kodierenden Region des abzulesenden Genes. Ganz in der Nähe 
befindet sich der durch den basalen Promotor definierten Transkriptionsstartpunkt (tsp). 
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Hierbei können sogenannte upstream regulating factors, die über eine oder mehrere GC- oder 
CAAT- Boxen an die DNA binden können, das Ausmaß der Genexpression entscheidend 
modulieren. Weiter upstream oder auch downstream des tsp gelegene cis-aktive Sequenzen 
werden als Silencer und Enhancer bezeichnet. Sowohl diese als auch der Promotor binden 
spezifisch trans-aktive Faktoren und erhöhen oder senken die Transkriptionseffizienz. Man 
nimmt an, dass der Komplex aus DNA-gebundenem Transkriptionsfaktor und 
Transkriptionsapparat über eine Schleifenbildung der DNA zu einem verstärkten oder 
abgeschwächten Ableseverhalten der RNA-Polymerase führt. Desweiteren sind Faktoren 
denkbar, die durch die Wechselwirkung des Transkriptionsfaktors mit der Enhancer- oder 
Silencersequenz aktiviert werden und ihrerseits die Transkription aktivieren oder hemmen. 
Transkriptionsfaktoren enthalten demnach zwei wichtige Domänen: eine DNA-
Bindungsdomäne und einen trans-aktivierenden Abschnitt, der entweder den Promotor 
stimuliert oder intermittierende Proteine aktivieren kann.  
Dabei muss angemerkt werden, dass neben den ubiquitären auch eine große Anzahl 
gewebsspezifischer Transkriptionsfaktoren existiert. Gewebespezifität auf transkriptionalem 
Niveau könnte demnach über ein definiertes Gemisch an sowohl ubiquitären, im jeweiligen 
Gewebe in hohen Konzentrationen vorkommenden als auch gewebsspezifischen 
Transkriptionsfaktoren vermittelt werden. Beispielsweise gibt es in der Leber spezifische 
Faktoren oder solche, die hepatisch in hoher Konzentration vorkommen. Dabei seien 
stellvertretend die HNF1-Familie (hepatocyte nuclear factor 1), die HNF3/fork head-Familie  
und die C/EBP-Familie erwähnt.  
Nach erfolgreicher Initiation der Transkription durch das RNA-Polymerase Holoenzym 
erfolgt nach Phosphorylierung einer Untereinheit der Polymerase der Zerfall des 
Initiationskomplexes und die Einleitung der Elongation. Die Termination der Transkription 
der RNA-Polymerase II ist teilweise noch ungeklärt. Durch spezifische Signale getriggert, 
dissoziiert der Polymerasekomplex ab, im Regelfall mehrere tausend Basenpaare unterhalb 
des 3’-Endes der fertigen mRNA, die dann während der posttranskriptionellen Modifikation 
entfernt werden müssen.   
 
A.3 POSTTRANSKRIPTIONELLE REGULATION 
 
Neben der Diskussion um DNA-bindende Faktoren erscheint der genauere Blick 
auf die mRNA-Stabilität von entscheidender Bedeutung für das Verständnis von 
Regulationsvorgängen, wie dem zonierten Auftreten von Proteinen und Enzymen innerhalb 
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von Geweben. So ist die Regulation der mRNA-Abbaurate ein wichtiger 
Kontrollmechanismus, um die Menge unterschiedlicher Transkripte zu steuern. Ab Mitte der 
80er Jahre wurden mehr und mehr Erkenntnisse veröffentlicht, die eine entscheidende 
Bedarfsanpassung von Proteinen eben nicht nur auf der transkriptionalen Ebene, sondern auch 
auf der prätranslationalen und translationalen Stufe der Proteinbiosynthese beschrieben. Ganz 
im Allgemeinen handelt es sich dabei um Erkenntnisse der Determinierung der mRNA-
Stabilität. Zustände, wie koronare Herzerkrankung, chronisch entzündliche Erkrankungen, 
benigne sowie maligne Tumoren (Kolonkarzinom) sind möglicherweise in entscheidendem 
Ausmaß auf die fehlerhafte Regulation der mRNA-Stabilität zurückzuführen (Dixon et al. 
2000, Wilusz und Wormington 2001). Neben der Regulation von schnelllebigen Proteinen wie 
Zytokinen, Lymphokinen, Wachstumsfaktoren und Protoonkogenen werden auch 
metabolische Prozesse und Hormonkonzentrationen (Cyclooxygenase (Dixon et al. 2001), 
epiphysäre Hormone (Staton et al. 2000), Parathormon (Naveh-Many et al. 2002) mRNA-
abhängig gesteuert. So scheint die Steigerung der Fettsäuresynthese in Hepatozyten nach 
Glucoseaufnahme von einer starken (bis zu siebenfachen) hormonunabhängigen 
Stabilisierung der Fettsäuresynthase-mRNA durch Glucose vermittelt zu werden 
(Semenkovich et al. 1993). Nicht zu unterschätzen sei dabei die Funktion der mRNA-
Regulation innerhalb der embryologischen Entwicklung und während des Alterns eines 
Organismus (weiterführend sei Brewer 2002 empfohlen). 
Hierbei spielen sowohl der nichtkodierende 5’-Beginn (5’-UTR, oberhalb der kodierenden 
Region) inklusive der 7-Methylguanosin-Cap-Struktur, die Promotorregion, das kodierende 
Segment mit Intronabschnitten, als auch das nichtkodierende 3’-Ende (3’-UTR, unterhalb der 
kodierenden Region) der mRNA mit seinem poly(A)-Ende eine wichtige Rolle. Durch 
Mutationen in sensiblen Bereichen der mRNA entstandene premature Stopkodons, die einen 
unmittelbaren und zügigen Nonsens vermittelten Abbau (nonsense mediated decay) 
verursachen, werden ursächlich verschiedene genetisch determinierte Erkrankungen, wie 
Mukoviszidose oder Muskeldystrophie vom Typ Duchenne, hervorgerufen (Chen und Shyu 
1995, Wilusz und Wormington 2001).   
Der Einflussmöglichkeiten auf die mRNA sind dabei äußerst vielschichtig und reichen von 
Synthese über Prozessierung, Transport, subzellulärer Lokalisation bis zum RNA-
Bindungsverhalten an Polysomen und anderen Proteinen und schließlich dem RNA-Abbau. 
Hier kann daher nur ein Überblick gegeben und auf weiterführende Literatur verwiesen 
werden. 
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Vereinfachend konzentriert sich diese Arbeit auf die Effekte der untranslatierten Regionen der 
mRNA (untranslated regions, UTR) bei der Vermittlung von RNA-Stabilität, Kontrolle der 
Translationseffizienz und Steuerung der subzellulären Lokalisation der mRNA (Mignone et 
al. 2002).  
 
A.3.1 MRNA-STABILITÄT 
 
Die Halbwertszeit einer mRNA ist in physiologischen Grenzen variabel, um in 
Abhängigkeit der Funktion des kodierten Proteins schnell auf Veränderungen des Bedarfs der 
Zelle reagieren zu können. Die Halbwertszeiten von mRNA differieren dabei stark zwischen 
einem Hundertstel eines Zellzyklus bis zu mehreren Zellzyklen (Wilusz und Wormington 
2001). Generell wird beobachtet, dass mRNA stabiler Proteine stabil (β-Globin) und diejenige 
instabiler Proteine instabil ist (Interleukine, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Protoonkogene, 
Transkriptionsfaktoren,  Interferone) (Ross 1995). Es hat sich zudem gezeigt, dass sowohl die 
Stabilität als auch der Abbau von mRNA ein hochspezifischer Prozess ist (ähnlich der 
Transkription, der RNA-Prozessierung und der Translation), der von cis-agierenden 
Sequenzen und trans-agierenden Faktoren gesteuert wird (Jacobson und Peltz 1996).  
In ihrer Wirkung auf die mRNA-Stabilität kann man unter anderem den 
deadenylierungsabhängigen und deadenylierungsunabhängigen Abbau unterscheiden. Dabei 
lassen sich wiederum sequenzspezifische und unspezifische Effekte voneinander trennen 
(Beelman und Parker 1995). Viele der durch cis-agierende Faktoren bewirkten spezifischen 
Regulierungsmechanismen enden dabei in der mRNA-unspezifischen Deadenylierung des 
poly(A)-Endes durch eine poly(A)-Ribonuklease (PARN). Dem folgt ein Decapping am 5’-
Ende als Signal für einen unselektiven exonukleolytischen Angriff von Nukleasen.  
Neben den soeben genannten Abbaumöglichkeiten findet sich ein sequenzspezifischer 
endonukleolytischen Abbau, der durch Segmente der jeweiligen kodierenden Region 
getriggert wird. Daneben existiert das seltenere und bei Säugern eigentlich nur im Rahmen 
des nonsense mediated decay auftretende deadenylierungsunabhängige Decapping, das 
wahrscheinlich auch mit der Länge der 5’-UTR zusammenhängt (Beelman et al. 1996, Wilusz 
und Wormington 2001). Weiterhin ist ein nonsstop transcript decay (betrifft mRNA ohne 
vorhandenes Stopkodon) anzutreffen.  
Die Einteilung in ein solches System ist der Übersicht halber nützlich, man sollte jedoch 
bedenken, dass die Stabilität einer mRNA durch Mechanismen determiniert wird, die ein 
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Resultat aus der gegen- oder gleichsinnigen Wirkung mehrerer simultan ablaufender 
spezifischer und unspezifischer Prozesse ist (Ross 1995). 
 
A.3.1.1 Die Cap- Struktur, das poly(A)-Ende und ihre Regulationsmechanismen  
  
 Nach der Transkription findet für die spätere mRNA eine umfangreiche und 
komplizierte Modifikation statt, die als Prozessierung bezeichnet wird. Dabei handelt es sich 
schematisch um die Synthese einer Kopfgruppe (oder Cap-Struktur), das Anheften eines 
poly(A)-Endes und die Entfernung nicht kodierender Sequenzen (Introns) zwischen den 
kodierenden Abschnitten (Exons), auch als Spleißen bezeichnet (siehe Abbildung 3). 
Abb. 3: Schematischer Überblick über Struktur der GS-mRNA vor und nach der Prozessierung 
 
Zur Synthese der Cap-Struktur erhält die hnRNA (heteronukleäre RNA) am 5’-
Ende ein 7-Methylguanosin, des weiteren werden zumeist die beiden nachfolgenden 
Nukleotide mit Methylgruppen versehen. Am 3’-Ende der zu prozessierenden eukaryoten 
hnRNA bindet ein spezieller Multienzymkomplex an spezifischen Polyadenylierungsstellen 
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(etwa 6 Basen lang). Dabei wird endonukleolytisch der unterhalb dieser Sequenz liegende 
Bereich abgetrennt und ein Abschnitt aus etwa 50 bis 200 Adenylresten angefügt. Dies kann 
auch an mehreren Stellen erfolgen, was die Existenz von verschiedenen (im Falle der GS 
zwei) mRNA-Längen zur Folge hat (Glasser et al. 1999 und 2000).  
Proteine, die spezifisch das poly(A)-Ende erkennen und binden, sind auch als PABP bekannt 
und bisher nur in Eukaryoten nachgewiesen. Diese hoch konservierten Polypeptide vermitteln 
durch ihre Bindung eine potente Stabilisierung der mRNA und schützen das 3’-Ende der 
mRNA vor zu schnellem Abbau. Wahrscheinlich sind in Säugerzellen durch einen im 
Vergleich mit Hefen dreimal so hohen PABP-Gehalt fast alle poly(A)-Enden mit PABP 
komplexiert und so vor einem vorschnellen Deadenylierungsprozess geschützt. 
Polyadenylierte mRNA, die in Medium inkubiert wird, welches von PABP gereinigt wurde, 
erleidet einen 3- bis 10fach schnelleren Abbau. Andererseits wird mRNA ohne poly(A)-Ende 
mit oder ohne zugesetztem humanen zytoplasmatischen oder synthetischen PABP schnell in 
3’-5’-Richtung exonukleolytisch angegriffen (Ross et al. 1987, Bernstein et al. 1989). 
Offensichtlich stellt die Komplexierung aus poly(A)-Ende und PABP wiederum eine 
hochspezifische Wechselwirkung dar, da der spezifische Stabilisierungseffekt durch anti-
PABP-Antikörper aufgehoben, durch Zugabe von unspezifischen Einzel-Strang-
Bindungsprotein dagegen keine Stabilisierung erreicht werden kann (Bernstein et al. 1989).  
Nukleäre PABPs sind für die Synthese und die Determinierung der endgültigen Länge des 
poly(A)-Endes notwendig und stimulieren die mRNA-Reifung. Zudem erfüllen sie für einige 
mRNAs Transportfunktionen ins Zytoplasma. Im Zytoplasma selbst scheint einem 
multimeren Ribonukleoprotein aus u.a. PABP, den eukaryotischen 
Translationsinitiationsfaktoren eIF4G und eIF4E (dieser bindet an die Cap-Struktur) durch 
Zirkularisierung und damit Annäherung des 3’-poly(A)-Endes an die 5’-Cap-Struktur die 
Schutzfunktion gegen den nukleolytischen Angriff der poly(A)-Ribonuklease, des 
Decapping-Enzyms und weiterer Exonukleasen zu obliegen und obendrein eine Förderung 
der Translationsinitiation zuzukommen (Dehlin et al. 2000, Gao et al. 2001, Wilusz und 
Wormington 2001, Mangus et al. 2003).  
Der gemeinsame Ansatzpunkt für Stabilitätsdeterminanten, aber auch die gemeinsame 
Endstrecke vieler Regulationsmechanismen ist das poly(A)-Ende bzw. dessen Abbau. Schon 
seit langem weiß man, dass bei den meisten mRNAs erst nach dessen Entfernung oder 
zumindest deutlicher Verkürzung der Weg zu einem vollständigen Abbau der mRNA frei ist 
(Brewer und Ross 1988). Es gibt daher eine deutliche Korrelation zwischen Abbaurate der 
mRNA und poly(A)-Endenverkürzung. Die Deadenylierung wird als erster Schritt des 
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Abbaus und als die Abbaugeschwindigkeit determinierender Prozesses angesehen, dessen 
Induktion von AREs (AU-reichen Elemente (siehe unten)) und deren AbPs (ARE-bindende 
Proteine) gesteuert wird (Lagnado und Brown 1994, Ross 1995). Insoweit entsprechen die 
meisten Regulationseffekte einem deadenylierungsabhängigen Abbau. Zudem geht man 
davon aus, dass ARE-Nonamere häufig eine Art Zielsequenz sind, welche die Deadenylierung 
beschleunigen und den weiteren Abbauprozess forcieren (Zubiaga et al. 1995). In 
virusstimulierten Astrozyten bewirkt eine Inhibition der Proteinkinase C ein deutliches 
Absinken der TNF-α Halbwertszeit, wobei gezeigt werden konnte, dass die Inhibition der  
Proteinkinase C die Deadenylierung der TNF-α-mRNA signifikant beschleunigte und damit 
den Abbau der mRNA forcierte (Lieberman et al. 1992). Die genauen Zusammenhänge der 
Wechselwirkung zwischen AbP und mRNA-Abbau liegen aber trotz intensiver Forschung 
noch im Bereich der Spekulation (Wilusz und Wormington 2001). Daneben bewirkt die 
Deadenylierung des poly(A)-Endes auch das Entkappen am 5’-Ende und induziert somit auch 
den weiteren Abbau in 5’-3’- Richtung (Beelman et al. 1996).  
Untersuchungen an Hefezellen zeigen einen PABP-abhängigen Nukleasekomplex (Pab 
dependent Pan2/Pan3) aus mehreren Faktoren, der nukleär und zytoplasmatisch auftritt und 
dem nach Deadenylierung des poly(A)-Endes das ebenfalls oligomere Decapping-Enzym 
(Dcp1 und 2) und schließlich die unspezifischen sowohl 5’-3’ als auch möglicherweise 3’-5’ 
Exonukleasen nachfolgen (Wilusz und Wormington 2001). In HeLa Zellen konnte eine PARN 
isoliert werden, die als Mitglied der RNAse D-Familie von Exonukleasen die Cap-Struktur 
erkennen kann und auch nur Cap-abhängig arbeitet (Tourriere et al. 2002). In Säugerzellen 
löst die PARN offensichtlich im Falle einer Destabilisierung die Wechselwirkung zwischen 
dem multimeren Faktor aus PABP, eukaryotischem Translationsinitiationsfaktor eIF4E (der 
die Cap-Struktur bindet), eIF4A und eIF4G auf, beendet eine Zirkularisierung und bindet 
gleichzeitig an die Cap-Struktur und das poly(A)-Ende (Wilusz und Wormington 2001, Dehlin 
et al. 2000, Gao et al. 2001). Dieser Komplex vermittelt die enzymatische Deadenylierung 
und verhindert desweiteren eine Translationsinitiation und das Decapping so lange, bis die 
Deadenylierung vollständig abgeschlossen ist und dissoziiert dann ab. Das frei werdende 5’-
Ende wird vom Decapping-Enzym erkannt und nach Hydrolyse der Cap-Struktur erfolgt als 
letzter Schritt des Decapping process eine Sequestration in spezielle zytoplasmatische 
Domänen, wo die endgültige 5’-3’-Hydrolyse dann stattfinden kann (Wilusz und Wormington 
2001, Coller und Parker 2004). Damit erscheint aber auch die Cap-Struktur über die Bindung 
von Translationsfaktoren für die Suche nach dem Initiationskodon notwendig zu sein 
(Tourriere et al. 2002).  
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Wird der Decapping-Prozess und damit die 5’-3’-Exonukleolyse in irgendeiner Weise 
verhindert, so kommt der 3’-5’-Abbauweg zur Geltung. In HeLa-Zellen konnte ein 
dominierender 3’-5’-exonukleolytischer Abbauweg nach Deadenylierung gefunden werden, 
der in engem Zusammenhang mit dem humanen Exosomenkomplex steht. Dieser evolutionär 
hochkonservierte Komplex aus 3’-5’-Exonukleasen und Proteinen wird beim Menschen für 
den 3’-5’-gerichteten Abbau der RNA benötigt (Tourriere et al. 2002). Daneben konnte 
gezeigt werden, dass bestimmte Exosomproteine (PM-Scl75) spezifisch mit 
instabilitätsvermittelnden AREs interagieren und so eine direkte Wechselwirkung zwischen 
AREs und 3’-5’-Nukleolyse zur Regulation des mRNA-Gehaltes anzunehmen ist (Mukherjee 
et al. 2002). Auch für die mRNA des Proto-Onkogenes c-myc konnte in vitro und in vivo nach 
rascher Deadenylierung eine 3’-5’ Exonukleolyse gezeigt werden, die laut Brewer (1999) 
dafür spricht, dass dieser Richtung der mRNA-Nukleolyse eine wichtige Bedeutung in der 
Säugerzelle zukommt. 
 
A.3.1.2  AU-reiche Elemente und ihr Einfluss auf die mRNA Regulation  
Abb. 4: schematische Darstellung der GS-mRNA mit 3’-UTR und 5’-UTR sowie poly-A- Ende 
a)     AU-reiche Elemente 
 
Die Bezeichnung AU-reich meint ein gehäuftes Vorkommen von Adenosin und 
Uridin im Bereich des 3’-Endes der mRNA. Adenosin-Uridin-reiche Elemente (ARE) in der 
3’-UTR von Zytokinen, Proto-Onkogenen und vor allem nukleären Transkriptionsfaktoren 
von Säugetieren haben sich als potente Signale für einen schnellen mRNA-Abbau 
herausgestellt, wobei man annimmt, dass viele andere der ARE-enthaltenden mRNAs von 
Zytokinen und Onkogenen auf eine vergleichbare Weise abgebaut werden (Lagnado und 
Brown 1994). Schon 2001 wurde die Anzahl der ARE-enthaltenden Gene auf bis zu 9600 
geschätzt (Bakheet et al. 2001). Dabei weiß man nunmehr, dass der mRNA-Abbau keine starr 
ablaufende Reaktion von ungerichtet angreifenden Nukleasen ist, sondern ein fein regulierter 
Prozess aus der Wechselwirkung spezifischer cis-agierender Sequenzen und trans-agierender 
Faktoren. Schon 1986 zeigten Shaw und Kamen, dass durch Einfügen einer 51 Nukleotide 
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langen AT-Sequenz aus dem humanen GM-CSF-Gen in die 3’-UTR des β-Globin Genes des 
Hasen die eigentlich stabile mRNA extrem instabil wurde. Allgemein vermitteln AREs eine 
schnelle Deadenylierung am poly(A)-Ende der mRNA als erste Stufe des mRNA-Abbaus. Es 
konnte jedoch auch gezeigt werden, dass AREs sequenzspezifisch im Zusammenspiel mit 
bindenden Faktoren potente Decapping Stimulatoren sein können (Gao et al. 2001). Neuere 
Daten gehen beim Vorhandensein von verschiedenen Stimuli (Stressregulation) auch von 
einer Stabilitätsvermittlung aus, was die duale Rolle der AREs und der entsprechenden 
bindenden Proteine unterstreicht (Wilusz und Wormington 2001). Über die 
translationsrelevanten Wirkungen von AREs wird derzeit noch kontrovers diskutiert, siehe 
dazu „Translation und mRNA-Stabilität“.  
Lagnado und Brown zeigten 1994 bei Experimenten mit chimären mRNAs von 
Wachstumsfaktoren unter der Kontrolle eines c-fos Promoters, dass nicht die Anordnung einer 
[AUUUA], [UAUUUA] oder [AUUUAU]-Sequenz allein, sondern erst die Verdreifachung 
der Sequenz einen destabilisierenden Effekt auslöst. Es zeigte sich, dass die 
Consensussequenz [UUAUUUA(U/A)(U/A)] ein Wirkungsmaximum erreichte, deren 
Effizienz von Kopieanzahl und Grad der Veränderung an den ersten beiden und letzten beiden 
Positionen abhing, wobei Variationen der Kernsequenz [AUUUA] nicht toleriert wurden. 
Zwischenzeitlich zeigte sich bei Untersuchungen an verschiedenen c-fos Mutanten, die mit 
chimären synthetischen AREs gekoppelt wurden, das Nonamer [UUAUUUAUU] als 
minimale Determinante der Instabilitätsvermittlung, wobei Verkürzungen die Wirkung 
schwächten und eine weitere Anreicherung von Uridin keine Verstärkung des Effektes 
hervorbrachte (Zubiaga et al. 1995). Die hier dargestellte Einteilung übernimmt die 
Differenzierung in drei verschiedene Klassen von AREs nach Chen und Shyu (1994, 1995) 
und Chen et al. (1995), wobei neuerdings auch andere Einteilungen existieren (Bakheet et al. 
2001,  Wilusz  und Wormington 2001).  
So findet man als erste Gruppe in  den 3’-UTRs diverser kurzlebiger und labiler mRNA (c-
myc, c-fos, nur77) nur eine oder mehrere Kopien des Pentamers [AUUUA] innerhalb einer 
uridin-reichen Umgebung. Die Population solcher mRNAs wird einer synchronen poly(A)-
Enden-Verkürzung unterzogen, die mit konstanter Geschwindigkeit abläuft, was ein Hinweis 
auf das Wirken nur eines Enzymes ist (Chen et al. 1995).  
Die zweite Gruppe bilden die AREs verschiedener Zytokin-mRNAs wie GM-CSF, IL-3 und 
α-Interferon. Sie enthalten das erwähnte Nonamer [UUAUUUA(U/A)(U/A)] mit mindestens 
2 überlappenden Kopien, eingebettet in eine Uridin-reiche Region, die auch weitere 
[AUUUA] Pentamere umfassen kann. Hierbei findet ein asynchroner, zweiphasiger Abbau 
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mit Hilfe mehrerer Enzyme unter der Bildung einer Population komplett deadenylierter RNA-
Intermediate statt, bevor die komplette Hydrolyse erfolgt. Auf der Stufe der deadenylierten 
Intermediate ist erneut eine selektive Beeinflussung der Stabilität möglich (Chen et al. 1995).  
Die dritte Gruppe ist die der AREs mit hohem Uridinanteil ohne eines der bekannten Motive, 
wie sie in den AREs der Faktoren c-jun und zif268 gefunden werden. Auch sie vermitteln eine 
potente zweiphasige Instabilisierung ihrer mRNA (Chen und Shyu 1994, 1995).  
Dabei scheint die letztendliche Funktion eines ARE von der ihm eigenen Kombination aus 
mehreren strukturell und funktionell unterschiedlichen Domänen abhängig zu sein (Peng et 
al. 1996). Deutlich wird dabei, dass eine große Anzahl von Genprodukten verschiedenster 
biologischer Funktion über ARE-relevante Mechanismen reguliert werden könnte. Das reicht 
von Faktoren der Immunantwort, des Zellzyklus, der Proliferations- und 
Entzündungsregulation, der Angiogenese, der Apoptose über Proteine des Kohlehydrat-, 
Nukleinsäure- und Aminosäurestoffwechsels bis hin zu Transkriptionsfaktoren und 
Hormonrezeptoren, was die mögliche universelle pathogenetische Bedeutung einer mRNA-
Fehlregulation unterstreichen könnte (Bakheet et al. 2001). Für eine ausführliche Darstellung 
und Kompilation von ARE-enthaltenden mRNAs sei die Internetseite 
http://rc.ksfhrc.edu.sa/ared und Bakheet et al. (2001) empfohlen. 
Ein interessantes Beispiel stellt die Regulation der mRNA-Stabilität des Somatomedin-
Bindungsproteins 1 (IGFBP-1, insulin-like growth factor binding protein 1) dar. Auffällig ist 
eine fünffache Wiederholung des [AUUUA] Pentamers innerhalb der 3’-UTR der IGFBP-1-
mRNA. Durch Klonierungs- und Transfektionsexperimente konnte gezeigt werden, dass sich 
bei Deletion der einzelnen Pentamerstrukturen in der 3’-UTR eine signifikante Steigerung der 
IGFBP-1-mRNA Halbwertszeit um das 10fache ergab (Gay und Babajko 2000). 
Bemerkenswert ist die Regulation der Onkogene E6 und E7 des humanen Papillomavirus Typ 
16 (HPV-16), der in Läsionen der Cervix- und Vulvaschleimhaut vorkommt. Dabei liegen in 
benignen Läsionen die beiden Onkogene in Form von extrachromosomaler DNA vor, durch 
ein potentes ARE im 3’-UTR mit einer kurzen Halbwertszeit ausgestattet. In maligne 
entarteten Foki wurde die Integration in die Wirtszell-DNA beschrieben, wobei die beiden 
DNA-Abschnitte ohne „ihr“ ARE integriert werden und unter die Kontrolle eines weiter 
downstream gelegenen und ineffektiveren AREs geraten. Die infolge der stabileren mRNA 
vermehrt synthetisierten Onkogen-Proteine E6 und E7 akkumulieren unnatürlich, so dass sie 
über die Bindung und Instabilisierung des p53-Proteins und anderer Antionkogene eine 
mögliche maligne Transformation der Wirtszelle auslösen können (Jeon und Lambert 1995). 
Beim humanen Papillomavirus Typ1 (HPV-1) konnte in der 3’-UTR von late genes-mRNA 
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auch ein 57 Nukleotide langes ARE gefunden werden, das aus zwei [AUUUA]-Pentamer 
Motiven in U-reicher Umgebung (3 [UUUUU] Motive) besteht und normalerweise 
instabilitätsvermittelnd ist (Sokolowski et al. 1997).  
In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass es verschiedene ARE Sequenzen wie 
[AUUUA] Pentamerwiederholungen und Adenosin-Uridin Häufungen in den mRNAs 
diverser Transkriptionsfaktoren (krox20, zif268#1 und zif268#3) gibt, die keinerlei 
destabilisierenden Effekt auf ihre jeweilige mRNA auszuüben scheinen (Chen und Shyu 
1994). Darüber hinaus konnten jüngst cis-regulatorische AREs mit Pentamerstruktur in der 
5’-UTR in von Herpesvirus saimiri kodierten small nuclear RNAs beschrieben werden, die 
über die Nutzung ARE-bindender Proteine und der Verknüpfung mit einem ARE-abhängigen 
Abbauweg posttranslational reguliert werden (Cook et al. 2004).  
 
b)    ARE bindende Faktoren 
 
Das Vorhandensein einer oder mehrerer cis-agierender Sequenzstrukturen auf der 
mRNA einerseits und die Wirkung dieser auf zelluläre Stoffwechselvorgänge andererseits 
setzt eine Wechselwirkung mit mRNA-bindenden trans-agierenden Faktoren (Hormone, 
Zytokine, unter Hypoxie) voraus. Einigen Zytokinen, Transkriptionsfaktoren und 
Lymphokinen mit entsprechenden AREs in ihren 3’-UTR konnte das entsprechende ARE-
Bindungsprotein schon zugeordnet werden. So kommt es in aktiven, aber nicht in 
inaktivierten oder inaktiven T-Lymphozyten zur Bindung von spezifischen Faktoren an die 
ARE-Struktur (Bohjanen et al. 1991 und 1992). Dabei erweisen sich die verschiedenen 
Faktoren auch unterschiedlich spezifisch in ihrer Bindungsaffinität zur mRNA. Das in 
primären T-Lymphozyten nukleär vorkommende AbP (ARE-bindende Protein) AU-A bindet 
eine Vielzahl von Uridin-reichen Sequenzen und zeigt shuttle Eigenschaften, vergleichbar zu 
denen der hnRNP. Es könnte demzufolge Teil des nukleo-zytoplasmatischen Transportweges 
und späteren Abbaus von RNA sein (Katz et al. 1994). Die zytosolisch vorkommenden AbPs 
B und C erweisen sich dabei als selektiv und spezifisch und binden nur multimer an drei oder 
mehr [AUUUA] Tandemwiederholungen, wobei Mutationen in diesem Bereich nicht toleriert 
werden. Der multimere, trans-agierende Proteinkomplex AUF 1 (AU-bindender Faktor 1, 
einzeln auch als hnRNPD4-Isoforme bezeichnet) wurde im Rahmen der c-myc-mRNA 
Stabilitätsuntersuchungen gefunden. Er besteht aus einer Familie von vier Proteinen (p37, 
p40, p42, p45), die durch alternatives splicing entstehen. Er vermittelt durch Bindung an AU-
reiche Sequenzstrukturen einen schnellen Abbau von ARE-enthaltenden mRNAs (Wilson und 
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Brewer 1999). Dabei könnte die Bindung an den eukaryotischen Initiationsfaktor eIF4G, das 
PABP und das Hitzeschock-Protein Hsp70 zusätzlich beitragen (Laroia et al. 1999). 
Verallgemeinernd beeinflusst eine Faktorbindung an ein ARE Stabilität oder Instabilität einer 
mRNA, deren Fähigkeit zur Translation oder deren zelluläre Lokalisation. Dabei wird 
offensichtlich die sequenzspezifische Faktorbindung über Determinanten der Primär- oder 
Sekundärstruktur (stem-loop-Elemente) vermittelt. Wie jedoch genau die Wechselwirkungen 
zustande kommen (Affinität und Kinetik), ist noch weitestgehend Spekulation (Bevilacqua et 
al. 2003).  
So könnten stabilisierende AbP die Wechselwirkung innerhalb des PABP/eIF4G/eIF4E 
Komplexes so verstärken, dass ein Eindringen der PARN in die Konfirmation verzögert wird. 
Dagegen könnte die destabilisierende Wirkung der meisten AbP mit einem schwächenden 
Einfluss auf diesen Komplex einhergehen und die PARN-Wirkung und damit die Nukleolyse 
beschleunigen (Wilusz und Wormington 2001).  
Tristetraprolin (TTP) als Prototyp eines Cys-Cys-Cys-His Zinkfingers-Proteins ist seit 
geraumer Zeit als AbP der GM-CSF- und der TNFα-mRNA bekannt. Nach Aktivierung durch 
Phosphorylierung (MAP-Kinasen p42, p38 und einer MAPK-activated protein kinase 2) kann 
TTP in intakten Makrophagen sowohl eine Verringerung der TNFα-mRNA Menge als auch 
einen Wechsel hin zu einer kleineren mRNA-Spezies stimulieren (Lai et al. 1999, Bevilacqua 
et al. 2003). TTP defiziente Mäuse entwickeln einen komplexen Phänotyp mit unter anderem 
Konjunktivitis, destruktiver Arthritis und myeloider Hyperplasie. Alle diese Aspekte können 
durch repetitive Injektion von TNFα-Antikörpern verhindert werden (Bevilacqua et al. 2003). 
Für TTP gibt es zudem Anzeichen, dass es wie auch AUF1 Element eines Exosomkomplexes 
sein und in dieser Eigenschaft eine 3’-5’ Exonukleaseaktivität an der TNFα-mRNA vermitteln 
könnte (Tourriere et al. 2002, Zhang et al. 2002). 
Auch die Expression von Interleukin 3 (IL-3) in Mastzellen unterliegt einer AbP Regulation. 
Die Bindung des Faktors ist nur effizient, wenn mindestens drei [AUUUA] Motive wiederholt 
werden, je mehr Wiederholungen, desto stärker wird die IL-3 mRNA destabilisiert. Schon die 
Deletion oder gar nur Mutation eines kritischen Motivs führt zum Verlust der 
Bindungsfähigkeit des postulierten Faktors – und damit zur mRNA Stabilisierung. In diesem 
speziellen Falle ist aber zu bemerken, dass dieser IL-3 regulierende Faktor wiederum Ca++-
abhängig destabilisiert werden kann. Es handelt sich also um eine Ca++-getriggerte 
Stabilisierung von mRNA und damit verstärkte Expression von IL-3 über den Umweg einer 
AREbP Destabilisierung (Stoecklin et al. 1994). Diese Ca++-getriggerte Stabilisierung konnte 
in weiteren Zelltypen nachgewiesen werden und stellt offenbar einen häufig anzutreffenden 
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Mechanismus dar, um an AREs trans-agierende Faktoren und damit den mRNA-Umsatz zu 
beeinflussen (Klein et al. 1999).   
Die Regulation des Transkriptionsfaktors c-fos erscheint besonders interessant. Nach 
Zellstimulation wird die niedrige basale Transkriptionsrate um das 50-fache gesteigert und 
eine große Menge an instabiler c-fos mRNA synthetisiert (Wilson und Treisman 1988). Die 
sehr kurze Halbwertszeit dieser mRNA wird möglicherweise vermittelt im Zusammenwirken 
eines 49 Nukleotide langen AREs mit zwei Domänen in der 3’-UTR und einem weiteren 
Element in der kodierenden Region (major protein-coding-region determinant, mCRD), das 
translationsgekoppelt und auch unabhängig einer ARE-assoziierten Wirkung arbeitet (Shyu et 
al. 1989 und 1991, Schiavi et al. 1994). Die in 5’-Richtung der 3’-UTR gelegene Domäne I 
enthält dabei das Pentamertrio und agiert unabhängig destabilisierend von Domäne II des 
ARE, die als uridinreicher Abschnitt mit 20 Nukleotiden Länge am 3’-Ende liegt und die 
destabilisierende Wirkung des AREs verstärkt (Chen et al. 1994). Die mCRD genannte 
Struktur innerhalb der codierenden Region sollte mindestens 450 Nukleotide oberhalb des 
ARE lokalisiert sein. Dabei bewirkt ein Komplex aus mindestens 5 Proteinen (u.a. AUF1 und 
PABP) eine Bindung an der mCRD. Damit würde dieser Ribonukleoprotein-Komplex durch 
Kopplung der mCRD mit dem poly(A)-tail und dem Ribosom die noch nicht translatierte c-
fos-mRNA vor einer raschen Deadenylierung und dem letztendlichen Abbau schützen, der 
sonst über die beiden ARE-Domänen in der 3’-UTR getriggert werden würde. Dies zeigen 
Versuche, bei denen nach Überexpression dieser Proteine mCRD-haltige mRNA potent 
stabilisiert wurde. Befindet sich die c-fos mRNA allerdings im Translationsprozess, so wird 
offenbar dieser Ribonukleoprotein-Komplex zerstört und  eine potente translationsgekoppelte 
Destabilisierung getriggert (Wilson und Treisman 1988, Grosset et al. 2000). Damit ist die c-
fos-Regulation auch ein Beispiel für das enge Zusammenwirken von Translation und RNA-
Stabilität (siehe unten).  
Calcium und Phosphat regulieren die Stabilität der Parathormon-mRNA, indem sie die 
Bindungsmöglichkeiten parathyroider Proteine (eines dieser Proteine ist AUF1) an eine ARE-
Erkennungssequenz innerhalb der 3’-UTR der PTH-mRNA modulieren (Naveh-Many et al. 
2002). 
Auch bei der Regulation des Interleukin 2 (IL-2) ist eine ARE-assoziierte Regulation bekannt. 
Sowohl das 5’-(JRE) als auch das 3’- Ende (ARE) besitzen Stabilitätsdeterminanten. Während 
also die mRNA des IL-2 in unreifen und unstimulierten T-Lymphozyten durch eine potente 
ARE-vermittelte Instabilität schnell abgebaut wird, erreicht eine Aktivierung des 
entsprechenden Lymphozyten eine Stabilisierung der mRNA durch einen JNK-Signalweg (c-
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jun N-Terminus Kinase). Ein JRE (JNK responsibles Element) ist im 5’UTR platziert und 
kann nach Interaktion mit zwei Faktoren eine Konformationsänderung bewirken, der die 
ARE-determinierte Wirkung eliminiert (Wilusz und Wormington 2001). Zudem hat sich 
herausgestellt, dass ein AbP möglicherweise RNA-Stabilität und Translationseffektivität 
unabhängig voneinander beeinflussen kann. So zeigte sich bei Untersuchungen der humanen 
ELAV-like-Proteins (embryonic lethal abnormal vision-Proteine, genannt auch Hel-N1 oder 
HuR), dass durch Bindung an AREs in der 3’-UTR der GLUT1-mRNA (glucose transporter 
typ 1) in 3T3-L1 Präadipozyten sowohl eine Stabilisierung der GLUT1-mRNA als auch eine 
verstärkte Initiation der Translation eintrat. Im Falle von mit Hel-N1 transfizierten humanen 
embryologischen Teratokarzinomzellen fanden sich dagegen Hinweise auf eine durch Hel-N1 
initiierte verstärkte Translationsinitiation von Nerofilament-M-mRNA ohne verstärkten 
mRNA-Umsatz (Jain et al. 1997, Antic et al. 1999). 
Dies kann bedeuten, dass die Summe der Wirkungen mehrerer Faktoren für das Verhalten 
einer mRNA ausschlaggebend ist und nicht nur von einem ARE abhängt. So zeigen 
Untersuchungen an β-Interferon-mRNA, dass deren Halbwertszeit unbeeindruckt konstant 
bleibt, ob das ARE in ihrem 3’-UTR vorhanden ist oder nicht (Peppel et al. 1991). 
Unabhängig von AREs und deren bindenden Proteinen gibt es weitere Strukturen in der 3’-
UTR, die über an sie bindende Proteine die mRNA-Stabilität beeinflussen.  
In der 3’-UTR des major protein kinase C-Substrates (myristoylated alanine-rich C kinase 
substrate, MARCKS) konnte ein cis-agierendes Element mit seinen trans-agierenden Faktoren 
identifiziert werden. Dabei handelt es sich um einen 52 Nukleotiden langen Abschnitt 
[11(CUUU)8(U)], der als CU-reiche Sequenz spezifisch von den beiden RNA-bindenden 
Proteinen HuD und HuR erkannt und gebunden wird. Dabei wird die MARCKS-mRNA in 
murinen Fibroblasten deutlich stabilisiert. Diese trans-agierenden Proteine sind allerdings 
Mitglieder der ELAV-Genfamilie und damit ursprünglich als ARE-bindende Proteine mit 
stabilisierender Wirkung bekannt geworden (Wein et al. 2003).  
In der 3’-UTR von granulocytenstimulierendem Faktor und in den Äquivalenten des IL-2 und 
6 fanden sich sogenannte stem loop destabilizing elements (SLDE), die vergleichbar den 
AREs cis-agierende destabilisierende Wirkungen auf die mRNA vermitteln, aber strukturell 
völlig verschieden sind (Lagnado et al 1996). Sie benötigen mindestens eine 
Haarnadelstruktur im 3’-Bereich,  enthalten aber keine Anhäufung von AU-haltigen 
Abschnitten und erweisen sich als funktionell verschieden, indem sie beispielsweise 
destabilisieren, wenn AREs keine solche Wirkung aufzeigen. SLDE sind ebenfalls nicht 
A EINLEITUNG  
20 
sensitiv gegenüber der Wirkung von Ca++-Ionophoren und bieten damit von denen der AREs 
unabhängige Regulationsmöglichkeiten (Lagnado et al 1996).  
Dem Hitzeschock-Protein Hsp 70 und anderen Chaperonen wurde eine ARE 
Bindungsfähigkeit nachgewiesen. Dabei könnten sie eine Entwindung komplizierter 
Sekundärstrukturen bewirken, die sensible cis-agierende Sequenzen freilegen und die 
Bindung trans-agierender Proteine ermöglichen würde. Zusätzlich zur Funktion als AbP-
Untereinheit konnten sie auch in direkter Verbindung mit ARE-haltiger RNA detektiert 
werden, was für eine Modulationsfunktion zwischen Faktor und mRNA-Sequenz (auch der 
eigenen?) spricht (Laroia et al. 1999). Interessanterweise ist ein genereller Hitzeschock der 
Zelle mit dem Stop des RNA-Abbauprozesses verbunden (Bevilacqua et al. 2003). 
 
A.3.1.3 Exogen trans-agierende Faktoren 
 
Auch exogene Faktoren spielen eine bedeutende Rolle in der Regulation der 
mRNA-Halbwertszeit und der Homeostase in eukaryotischen Zellen. Dazu gehören unter 
anderem Hormone wie Östrogen und Glukokortikoidhormone, Transkriptionshemmer, 
Zytokine sowie Ca++-Ionophoren und Phorbolester (Aharon und Schneider 1993, Stoecklin et 
al. 1994). Die Kenntnisse zu den Wirkmechanismen von Faktoren wie Zytokinen, Östrogenen 
und anderen Glukokortikoiden auf die verschiedenen mRNAs insbesondere am downstream 
gelegenen 3’-Ende sind noch sehr lückenhaft. Die Sachlage verkompliziert zudem, dass 
beispielsweise eine Zytokinwirkung  über eine Kaskade verschiedener intermediär aktivierter 
und deaktivierter Faktoren einhergeht, deren Endeffekt eine Stabilisierung oder 
Destabilisierung der mRNA ist. So stabilisiert Interleukin-1 (IL-1) die mRNA von 
Entzündungsproteinen und Wachstumsfaktoren. Die Fähigkeit zur Wachstumsfaktorsynthese 
in vaskulärem Endothel kann durch die Inkubation mit IL-1 induziert werden, ein Entzug von 
IL-1 im Medium bedeutet rasche Deadenylierung der mRNA, wobei TNF-α sie wiederum 
stabilisieren kann. Desweiteren ist die Aktivierung einer sequenzspezifischen Nuklease durch 
IL-1 im Falle des gro α nachgewiesen, die zwei unterschiedliche lange Abbauintermediate 
erzeugt (Ross 1995, Stoeckle 1992). 
Die Wirkung von Östrogenen und anderen Glukokortikoiden ist ebenfalls komplex und 
divergierend. Stabilisierung und Instabilisierung von verschiedenen mRNAs in einer Zelle 
geschehen parallel. So werden in der IL-1β-, Interferon- und Kollagen-mRNA destabilisiert 
und Fibronectin-mRNA stabilisiert. Hierbei erweisen sich Glukokortikoide als Vermittler 
einer potenten Instabilität. Während sich jedoch die Deletion in einem ARE in der β-
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Interferon-mRNA als folgenlos erweist, ergibt sich unter  Zugabe von Dexamethason nur bei 
Zellen mit intaktem ARE eine starke Instabilisierung, die auch unter Zugabe von 
Cycloheximide und daher geblockter Translation abläuft. Eine Dexamethason-aktivierte  
Ribonuklease oder auch eine glukokortikoid-vermittelte verstärkte Faktorbindung könnten 
diskutiert werden (Peppel et al. 1991). Glukokortikoide induzieren die Synthese eines 
Schutzproteins und Vitellogenin-mRNA wird stabilisiert, möglicherweise erfolgt durch die 
Induktion einer RNAse der beschleunigte Abbau der Albumin-mRNA, die zudem ein sehr 
kurzes poly(A)-Ende hat (Ross  1995, Dean et al. 1988, Peppel et al. 1991).  
Die Cyclooxygenase 2 (Cox2) ist nicht nur ein von antiinflammotorischen Pharmazeutika 
gezielt blockiertes Enzym, sondern spielt wahrscheinlich auch in der Tumorgenese (zum 
Beispiel kolorektales Karzinom) eine bedeutende Rolle. Dabei konnte gezeigt werden, dass 
die Cox2-mRNA-Stabilität von Glukokortikoiden moduliert wird (Ramsay et al. 2003).  
 
A.3.1.4 Nonsens vermittelter Abbau (Nonsense mediated decay, NMD) 
  
Exakte Genexpression ist überlebenswichtig für eine Zelle, deshalb wird 
normalerweise fehlerbehaftete mRNA effizient und schnell abgebaut. Während der 
Prozessierung der hnRNA im Nukleus wird das Transkript in der Regel mit Hilfe von 
Ribonukleoproteinen mit einer 7’-Methyl-Cap Struktur am 5’-Ende und einem poly(A)-Ende 
am 3’-Ende versehen sowie die nichtkodierenden Introns gespleißt und die Exons 
zusammengefügt. Nach dem Spleißen verbleiben einzelne Protein-Komponenten (exon 
junction complex, EJC) etwa 20-24 Nukleotide aufwärts einer Exon-Exon-Schnittstelle an der 
mRNA und sorgen für den Transport über die Kernmembran an die zytoplasmatischen 
Polysomen. Während der Translation wird dann der EJC normalerweise entfernt (Graham 
2003). Das Vorhandensein eines solchen EJC dient aber auch der Unterscheidung eines 
normalen von einem prematuren Stopkodon. Ein normales Stopkodon und die 3’-UTR liegen 
im Regelfall abwärts der letzten Exon-Exon-Schnittstelle. Demnach kann kein EJC nach dem 
normalen Translations-Stopkodon vorhanden sein. Ist dies aber der Fall, so handelt es sich 
offenbar um ein prematures Stopkodon oder ein upstream open reading frame (uORF) und 
die Translation wird terminiert und die mRNA dem NMD-Komplex zugeführt (Graham 
2003). Dieser nonsense mediated decay (NMD) konnte bisher in allen eukaryotischen Zellen 
beobachtet werden (Tourriere et al. 2002). Unter Verwendung NMD-spezifischer Faktoren 
(mindenstens drei verschiedene trans-agierende Proteine) wird dabei 
deadenylierungsunabhängig mit Hilfe des decapping enzymes (Dcp1/2) die 5’-Cap-Struktur 
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entfernt und damit der Abbau initiiert. Neue Daten zeigen, dass diese Translations-
Terminationsfaktoren sowohl Teil des EJC als auch des NMD-Komplexes sein können. Sie 
würden dabei die RNA-Bindungsfähigkeit, 5’-3’ Helicaseeigenschaft und Hydrolyse in 5’-3’ 
Richtung vermitteln (Graham 2003).  
Eine neben dem NMD, dem normalen deadenylierungsabhängigen mRNA-Abbau und dem 
endonukleolytischen Abbau vorhandene Variante des Abbaues von mRNA ist unter dem 
Namen nonstop transcript decay bekannt. Dieser meint im Gegensatz zum NMD die 
Entfernung von mRNA mit fehlendem Stopkodon und wird gestartet, wenn der ribosomale 
Translationskomplex den 3’-Terminus der Sequenz erreicht, ohne ein Stopsignal zu 
detektieren. Der Mechanismus setzt eine ablaufende Translation voraus und ist strukturell 
verschieden vom NMD (Frischmeyer et al. 2002). 
 
A.3.1.5 endonukleolytischer Abbau 
 
Einige wenige mRNA werden neben den bisher genannten Abbauwegen auch 
endonukleolytisch abgebaut. Dabei erkennen Endoribonukleasen spezifische Sequenzen 
innerhalb des Transkriptes und hydrolysieren den mRNA-Strang dann konsekutiv. 
Mittlerweile gibt es Hinweise für AREs, dass diese auch als Endonuklease-
Erkennungssequenz dienen könnten (Tourriere et al. 2002).  Die entstehenden 5’- und 3’-
Enden können dann über unspezifische zelluläre Nukleasen abgebaut werden. Es handelt sich 
dabei um einen deadenylierungsunabhängigen Abbau, da die Wechselwirkung 
sequenzspezifisch vermittelt wird und keine vorausgehende Entfernung des poly(A)-Endes 
erforderlich ist (Tourriere et al. 2002). Die α-Globin-mRNA zum Beispiel wird entsprechend 
reguliert. Dem Angriff einer erythroid cell-enriched nuclease (ErEN) an einer Sequenz in der 
3’-UTR kann die α-Globin-mRNA nur durch einen schützend und überlappend an diese 
Struktur bindenden α-CP Komplex entzogen werden. Dabei reguliert die Bindung des 
poly(A)-bindenden Proteins (PABP) die Bindungseffektivität sehr stark, so dass man von 
einer Kontrolle der ErEN  durch das PABP ausgehen könnte, was auf eine weitere Rolle der 
PABPs neben der poly(A)-tail-Stabilisierung hinweist und zeigt, dass ein vorhandenes 
poly(A)-Ende einen negativen Effekt auf die α-Globin-mRNA Degradation haben könnte 
(Wang und Kiledjian 2000, Wilusz und Wormington 2001). In vitro konnte auch eine 
polysomassoziierte Endoribonuklease gefunden werden, die c-myc mRNA innerhalb der  
kodierenden Sequenz hydrolysieren kann. Die 39 kDa große Nuklease bevorzugt dabei A-
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reiche Elemente der mRNA und bleibt von RNAse-A Inhibitoren unbeeinflusst (Lee und 
Leeds 1998).  
 
A.3.2 STEUERUNG DER TRANSLATIONSEFFIZIENZ 
A.3.2.1 Translation und mRNA Stabilität 
 
Eine der wichtigen Fragen in Bezug auf die mRNA-Stabilität ist deren 
Zusammenhang mit der Translation bzw. deren Initiation und Elongation. Es ist sehr 
wahrscheinlich, dass die Translation die mRNA–Stabilität auf verschiedene Art und Weise 
beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass bei inhibierter Translation die mRNA 6- bis 8-
fach stabiler ist als bei normal ablaufender Translation (Ross 1995). Wahrscheinlich stellt 
diese Korrelation einen überlebenswichtigen Faktor dar. Während der Mitosephase wird die 
Transkriptions- und Translationsrate drastisch abgesenkt. Möglicherweise wird dabei auch 
eine kritische Komponente des mRNA-Abbauweges gehemmt, um labile mRNAs zu 
stabilisieren und deren Proteinprodukte der Zelle nach Wiedereintritt in die G1-Phase zur 
Verfügung zustellen. Dieser Mechanismus könnte auch als Reaktion auf Hunger oder Stress 
in Frage kommen (siehe hierfür auch Review Ross 1997). Es wurde bereits darauf verwiesen, 
dass eIF4G, eIF4E und andere wichtige Translationsfaktoren intensiv in die 
Stabilitätsvermittlung der mRNA eingebunden sind und so die enge Kopplung der mRNA 
Regulation mit der Translation verdeutlichen.  
So wurde  lange Zeit angenommen, dass ribosomal gebundene mRNA weniger empfindlich 
ist gegenüber Angriffen von RNAsen als freie mRNA. In vivo wurde dagegen festgestellt, 
dass ein ARE-vermittelter Abbau eine Kopplung an die ablaufende Translation und damit die 
Bindung an ribosomale Strukturen braucht, was für eine polysomassoziierte Wirkung einiger 
RNasen spräche (Aharon und Schneider 1993). Auch Winstall et al. stellten 1995 fest, dass 
die an laufende Translation gekoppelte mRNA-Degradation durch polysomassoziierte 
Mechanismen vermittelt wird. Neuere Untersuchungen an Hefezellen zeigen jedoch, dass eine 
Initiation der Translation tatsächlich destabilisiert, eine ablaufende Translation und 
Elongation jedoch eher RNA stabilisierend sind (Schwartz und Parker 1999). Eine Hemmung 
der Initiation durch cis-agierende Faktoren (stem loop Struktur in 5’-UTR) wirkt sich auch bei 
verschiedenen unstabilen Säuger-mRNAs stabilisierend aus, wogegen eine Hemmung der 
Initiation durch trans-agierende Faktoren (beispielsweise Cycloheximid) in Hefezellen zu 
einer Stabilisierung der bereits deadenylierten mRNA führt (Beelman und Parker 1994). In 
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Säugetierzellen (z.B. Protonkogen c-myc) zeigt sich eine trans-Stabilisierung mit 
Cycloheximid durch Verlangsamung der Deadenylierung (Ross 1995, Wisdom und Lee 1991).  
So steigt der Gehalt an mRNA der schweren Ketten von Immunglobulinen mit steigender 
Ausdifferenzierung an, ohne dass sich die Transkriptionsrate signifikant ändert (Jack und 
Wabl 1988). In reifen Plasmazellen ist sie um den Faktor 5 stärker stabilisiert als in 
undifferenzierten B-Zellen, was dadurch erklärt wird, dass die mRNA in unreifen B-
Lymphozyten offensichtlich an membrangebundene Polysomen gekoppelt ist und damit 
schneller abgebaut wird (Jack und Wabl 1988, Mason et al. 1988, Ross 1995, Winstall et al. 
1995).  
Auch verschiedene Autoregulationsmechanismen scheinen so vermittelt zu werden. So wird 
β-Tubulin-mRNA bevorzugt ribosomal gebunden abgebaut, wenn das zytosolische β-
Tubulinniveau hoch genug ist. Dafür bindet das Tubulinprotein selbst an ein Tetrapeptid des 
frisch synthetisierten Aminoterminus der Tubulinkette direkt nach der Translokation des 
Ribosomkomplexes (Gay et al. 1989). Der genaue Abbauvorgang selbst bleibt dabei noch 
unklar. Histon-mRNA wird bei Histonproteinüberschuß ebenfalls ribosomal gebunden 
abgebaut. Unter Zugabe von Histonproteinen zu einem zellfreien System in vitro (in vivo 
unmöglich, da Histonproteine toxisch sind), wird Histon-mRNA um den Faktor 4 bis 6 
schneller abgebaut. Dies ist offensichtlich eine hochspezifische  Wechselwirkung, da sie nur 
zwischen Histon-mRNA und Histon-Proteinen auftritt und sich weder Histon-mRNA durch 
andere RNA-komplexbildende Proteine instabilisieren läßt, noch Histon-Proteine eine 
instabilitätsvermittelnde Wirkung auf andere mRNA wie c-myc, γ-Globin oder poly(A)-
haltige mRNA ausüben (Peltz und Ross 1987). Die Thymidinsynthase-mRNA wird ebenfalls 
vom Niveau des  Thymidinsynthase Proteins negativ autoreguliert. Dabei bindet das Protein 
an einem 36 Nukleotide langen Bereich der 5’-UTR, die auch das Translationsinitiationcodon 
umfasst (Chu et al. 1993).  
Aber auch hier sind Gegenbeispiele bekannt. So ist zum Beispiel beim Protein MF A2 in 
Hefezellen kein Effekt der Translation auf die Halbwertszeit der entsprechenden mRNA 
festzustellen. Es kommt vielmehr durch eine trans-Stabilisierung mit Cycloheximid zu einer 
Anhäufung von deadenylierter RNA und zum verlangsamten Decappen der mRNA (Beelman 
und Parker 1994).  
Auch die Tertiärstruktur hat Einfluss auf die Translationsinitiation. Stem-loop Strukturen in 
der 5’-UTR verzögern die Translation durch Hemmung der Initiation, während Effekte durch 
die kodierende Region über Elongationshemmung vermittelt werden. Dabei wiederum ist die 
ablaufende Translation Voraussetzung für die Wirkung von trans- und cis-agierenden 
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Faktoren (Ross 1995), weil verschiedene Autoregulationsmechanismen unmöglich werden, 
wenn die Proteinbiosynthese nicht abläuft. So kann β-Tubulin die eigene mRNA nicht mehr 
destabilisieren, wenn die Elongation geblockt ist (Gay und Sisodia 1989). Auch die 
Autoregulation von Histonproteinen funktioniert nicht mehr. Auch ist es möglich, dass erst 
die Translation eines bestimmten kodierenden Segmentes eine Destabilisierung möglich 
macht. So wird c-myc mRNA durch einen Elongationsstop der Translation um den Faktor 4 
stabilisiert, fehlt jedoch ein definiertes Segment im Carboxyterminus, hat ein Elongationsstop 
keinen Effekt mehr (Wisdom und Lee 1991). Auch die Halbwertszeit einer der labilsten 
mRNAs bei Säugetieren (c-fos) wird über eine ribosomale Wechselwirkung determiniert. 
Durch Bindung des 5’-Terminus der entsprechenden Sequenz an das Ribosom und 
Translation dieser erfolgt sowohl eine beschleunigte Deadenylierung als auch beschleunigter 
Abbau der mRNA (Schiavi et al. 1994). 
 
A.3.2.2 Eisenresponsible Elemente 
 
Ein wichtiger und prominenter Vertreter der in den nichtkodierenden mRNA-
Regionen situierten regulierenden Elemente ist das eisenresponsible Element (iron responsive 
element, IRE), welches im zellulären Eisenstoffwechsel eine zentrale Rolle spielt. Unter 
einem IRE versteht man einen etwa 23 bis 27 Basenpaare großen stem mit 6 Nukleotiden als 
loop. Hierbei ist zu bemerken, dass 5 IREs in der 3’-UTR der Transferrin-Rezeptor-mRNA 
vorkommen, die durch AREs verknüpft sind. Ein IRE ist in der 5’-UTR nahe der Cap-
Struktur der mRNA des Ferritin-Proteins vorhanden. Ist der zelluläre Eisenspiegel niedrig, 
komplexieren zwei verschiedene Typen von IRE-bindenden-Proteinen (iron regulatory 
proteins 1/2, IRP) mit den IREs und stabilisieren die mRNA des Transferrin-Rezeptors um 
den Faktor 20-30 und ermöglichen damit eine effektivere Translation und damit höhere 
Konzentration des Rezeptors in der Zellmembran. Nach Entfernung einzelner IREs in der 3’-
UTR der Rezeptor-mRNA fällt diese Stabilisierung schwächer aus und die mRNA wird in 
verstärktem Maße nukleolytisch abgebaut (Casey et al. 1989, Koeller et al. 1991, Ross 1995, 
Erlitzki et al. 2002). Dabei könnte es sich auch um einen sequenzspezifischen 
endonukleolytischen Abbau handeln (siehe oben), wobei die Erkennungssequenz von den 
IRPs verdeckt wird oder die mRNA sterisch einem Zugriff der Endonuklease entzogen wird 
(Tourriere et al. 2002). Im gleichen Zuge bewirkt die Bindung des IRP am IRE in der 5’-UTR 
der Ferritin-mRNA eine Initiationshemmung am Ribosom und damit Repression der 
Translatierbarkeit der Ferritin-mRNA. Beide Mechanismen bewirken funktionell gleichsinnig 
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einen höheren Eisenspiegel in der Zelle durch Erhöhung der Eisenaufnahme und Minderung 
der Sequestration durch Ferritin. Ist dadurch der zelluläre Eisenspiegel wieder angestiegen, 
kommt es im Rahmen der Bildung eines Eisen-Schwefel Cluster-Proteins mit dem IRP zum 
Verlust der mRNA-Bindungsfähigkeit und Erwerb einer zytosolischen Aconitasewirkung. Die 
IRE-IRP Komplexe dissoziieren und die IRPs verlassen die Bindungsstellen an den 
Nukleinsäuren. Analog werden jetzt die Transferrin-mRNA stark endonukleolytisch 
instabilisiert und die Ferritin-mRNA bevorzugt translatiert, so dass  Eisenionen genutzt 
werden können (Casey et al. 1989, Koeller et al. 1991, Ross 1995). Deutlich werden an 
diesem Beispiel zwei wichtige Sachverhalte. Zum einen zeigt sich, dass identische 
regulatorische Strukuren gegensinnige Wirkungen entfalten können, ganz in Abhängigkeit 
ihrer Lokalisation auf der mRNA (siehe dazu auch AU-reiche Elemente, A.3.1.2). Zum 
anderen erscheint es bemerkenswert, dass ein RNA-bindendes Protein neben seinem 
regulierenden Effekt auch katalytische Funktionen in der Zelle haben kann. 
 
A.3.2.3 Histon-Proteine  
 
Eine besondere Stellung unter den mRNAs nehmen die Histon-Protein-mRNAs 
ein, da diese kein poly-(A)-Ende besitzen und doch in ihrer Halbwertszeit in Abhängigkeit 
von der Position der Zelle im Zellzyklus stark und kontrolliert schwanken. Während also die 
Halbwertszeit von Histon-Protein-mRNA in der G2-Phase ca. 10 Minuten beträgt, steigt sie 
dramatisch bis zum Beginn der S-Phase auf 40 Minuten an, um am Ende der S-Phase in 
Richtung G2-Phase wieder um das 35fache zu fallen (Harris et al. 1991). Grund der 
Stabilisierung der mRNA in G1- und Mengenzunahme in S-Phase ist eine Steigerung der 
Histon-Biosynthese durch eine konzertierte Aktion aus Transkription und 
Prozessierungseffizienz. Die starke Instabilität der mRNA am Ende der Synthesephase wird 
wahrscheinlich durch eine faktorspezifische Bindungsstelle, die innerhalb der letzten 30 
Nukleotide der Nukleinsäurekette liegt, vermittelt. Es handelt sich dabei offensichtlich um 
einen 6 Basenpaare langen stem mit einem kurzen, 4 Nukleotide langen loop (5’-UUUC-3’). 
Wird diese Kontroll- und Regulationsstruktur weiter entfernt vom kodierenden Segment 
eingefügt, erlischt die regulatorische Wirkung und die Histon-mRNA wird unphysiologisch 
lange stabilisiert (Harris et al. 1991, Ross 1995) (siehe auch A.3.2.1). 
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A.3.3 REGULATION DER SUBZELLULÄREN LOKALISATION DER MRNA 
 
    Unterschiedliche Proteine werden an unterschiedlichen Stellen in differierender 
Konzentration innerhalb der Zelle benötigt. Eine an die lokalen Bedürfnisse der Zelle 
angepasste Translationsaktivität ist jedoch deutlich effizienter, als andere Möglichkeiten der 
posttranslationalen Umverteilung. Die wichtigsten Mechanismen der asymmetrischen 
Verteilung von mRNA innerhalb der Zelle sind der aktive gerichtete Transport,  die lokale 
selektive Stabilisierung und Diffusionsprozesse. Der aktive Transport setzt ein nutzbares 
Zytoskelett und spezifische Motorproteininteraktivitäten mit der mRNA voraus. Für die 
intrazelluläre Distribution der myelin basic protein-mRNA der Maus durch aktiven Transport 
ist eine 21 Nukleotide lange mRNA Transport-Signal-Sequenz und ein weiteres RNA-
Lokalisations-Element in der 3’-UTR verantwortlich (Mignone et al. 2002). Ebenfalls 
bestimmte cis-agierende Elemente in der 3’-UTR des heat-shock-protein Hsp83 der 
Drosophila sorgen für einen generellen Abbau der jeweiligen mRNA innerhalb des 
Zytoplasma in der embryonalen Entwicklung, mit Ausnahme der lokalen Stabilisierung der 
mRNA an einem der Zellpole (Bashirullah et al. 2001). In allen Fällen erfolgt die Nutzung 
cis-agierender Elemente innerhalb des 3’-Endes der mRNA, es sind aber auch Positionen im 
5’-Ende oder gar innerhalb der kodierenden Sequenz bekannt (Mignone et al. 2002). So 
konnte in vitro bei hypothalamischen Rattenneuronen eine komplexe cis-agierende Sequenz 
(DLS, dendritic localizer sequence) teilweise innerhalb der kodierenden Abschnitte, aber auch 
in der 3’-UTR der Vasopressin-mRNA gefunden werden. Unter Beteiligung eines PABP 
(poly(A)-bindenden Protein) ist dabei ein komplexer multimerer Faktorkomplex für den 
Transport und die lokalisierte Translation der Vasopressin-mRNA in einzelnen Dendriten 
verantwortlich (Mohr und Richter 2004). 
 
A.4   ZIELE DER ARBEIT 
 
   Die starke Expression der Glutaminsynthetase, die in den GS-positiven 
Hepatozyten im periportalen Bereich hepatischer Gewebe verschiedener Organismen 
beobachtet wird, steht unter der Kontrolle zahlreicher regulatorischer und auf DNA-Ebene 
befindlicher Elemente. Diese sind sowohl im 5'-Bereich, als auch im unmittelbaren Promoter-
Bereich und in verschiedenen Introns lokalisiert (Gaunitz 2002). Da die meisten positiv 
wirksamen Elemente in transienten Transfektionen mit entsprechenden Reportergenen sowohl 
in GS-negativen als auch in GS-positiven Zellen wirksam sind, wurde zu Beginn der 
A EINLEITUNG  
28 
vorliegenden Arbeit die Frage gestellt, ob am Phänomen der Zonierung der GS auch 
posttranslationale Mechanismen beteiligt sein könnten. Unterstützt wurde diese Überlegung 
insbesondere durch zwei experimentelle Beobachtungen: Zum einen zeigten primer extension 
Experimente, dass sowohl in GS-positiven, als auch in GS-negativen Hepatozyten die 
Transkription des Gens mit gleicher Stärke initiiert wird (Gebhardt und Gaunitz 1996, 
Gebhardt et al. 1997). Daher war eine selektive Stabilisierung der korrespondierenden 
mRNAs in GS-positiven Hepatozyten und eine selektive Destabilisierung in GS-negativen 
Hepatozyten denkbar. Bemerkenswert war dabei insbesondere das Vorhandensein von 
konservierten Abschnitten innerhalb der 3’-UTRs der GS-mRNAs verschiedener Spezies, was 
auf deren funktionale Bedeutung hinwies.  
Mithilfe von Reportergenstudien, transienten Transfektionen sowie RNA-Studien in 
Hepatozyten aus dem periportalen und perizentralen Bereich der Rattenleber sollte untersucht 
werden, welche regulatorische Funktionen den 3’-Regionen zukommen könnte. 
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B MATERIAL UND METHODEN 
B.1  MATERIAL 
B.1.1 LÖSUNGEN, MEDIEN UND PUFFER 
 
Ampicillin 0,1 mg/ml aus einer Stammlösung von 10 mg/ml in 
1 M  Tris (pH 7,9) 
CA-Reagenz Coelenterazin Stock (1 mg Coelenterazin + 2,36 ml 
Ethanol) und CAP im Verhältnis 1:200 
Coelenterazin Assay-Puffer (CAP) 0,5 M NaCl 
77 mM K2HPO4 
23 mM KH2PO4 
1,0 mM EDTA 
0,02 % w/v BSA 
pH 5,5; Lagerung bei –20°C 
Dexamethason –Stammlösung (10-4 M) 2 mg Dexamethason in 200µl Ethanol lösen mit 
Hank´s auf  50 ml verdünnen, sterilfiltrieren und bei 
+ 4 °C lagern 
DNA Digestion-Puffer 1 M Natriumacetat 
50 mM Magnesiumsulfat 
Volumensubstitution mit DEPC Wasser 
DNase Stop-Mix 50 mM EDTA 
1,5 M Natriumacetat 
1 % SDS 
Volumensubstitution mit DEPC Wasser 
FAO-Medium (Medium für FAO-
Zellen) 
NCTC Medium135/Häm’s F12 (1:1) 
Fötales Kälberserum (5 %) 
L-Glutaminlösung (2 mM) 
Penicillin/Streptomycinlösung (0,5 %) 
Hanks-Lösungen Zur Herstellung eines Liters kamen zum Einsatz: 
( ) =Endkonzentrationen 
8 g NaCl (136,9 mM) 
0,4 g KCl (5,36 mM) 
0,1 g MgSO4 x 7 H2O  
0,1 g MgCl x 6 H2O  
0,06 g Na2HPO4 x 2 H2O (0,34 mM) 
0,06 g KH2PO4 (0,44 mM) 
0,01 g CaCl2 (0,13 mM) 
0,37 g EDTA  
0,48 g Hepes (2 mM) 
Der pH-Wert wurde nach dem Verdünnen 
eingestellt und anschließend die Lösungen 
autoklaviert. 
Hanks -/-     ohne Calcium, Magnesium, EDTA 
Hanks +/+  ohne EDTA 
Hanks + EDTA komplett 
Hepes-Puffer 10 mM Hepes 
0,9 % NaCl 
pH 7,4, steril filtern, Lagerung 4 °C 
Hybridisierungspuffer Formamid 50 % (wenn angegeben) 
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5x SSC 25 % 
Blocking Reagenz 0,2 % 
N-  Lauroylsarkosin 0,1 % 
SDS 0,02  % 
in 100 ml DEPC behandeltes H2O 
Isolationsmedium für Hepatozyten (IM) Zur Herstellung eines Liters kamen zum Einsatz 
( ) = Endkonzentrationen  
0,4 g KCl (5,36 mM) 
0,29 g MgSO4 x 7 H2O (1,17 mM) 
0,14 g Na2HPO4 x 2 H2O (0,79 mM) 
0,02 g KH2PO4 (0,15 mM) 
2,38 g Hepes (10 mM) 
8 g NaCl x 2 H2O (137 mM) 
Die Lösung wurde anschließend mit NaOH auf pH 
7,4-7,5 titriert. Die benötigte Na-Konzentration 
betrug 145 mM, die titrationsbedingte Na-Ionen 
Zufuhr wurde bereits berücksichtigt. IM konnte 
autoklaviert werden, wobei vor der Präparation 
noch   
a) 2,5 ml CaCl2 200 mM und  
b) 5,0 ml Glukose 10 % steril zugefügt wurden.  
LB-Agar-Platten 15 g/l Agar zu LB-Medium geben, autoklavieren  
und abkühlen. Bei einer Temperatur von 45 °C 
Antibiotika zugeben und unter sterilen Bedingungen  
gießen. 
LB-Medium 10 g NaCl 
5 g Hefeextrakt     
10 g Caseinpepton     
ad 1 l  H20, pH 7,0 – 7,5 
L-Glutamin Stammlösung  200 mM L-Glutamin in H2O; sterilfiltrieren und bei 
–20 °C lagern  
Ligationspuffer (10x) 660 mM Tris/HCl 
50 mM MgCl2 
10 mM Dithioerythrit 
10 mM ATP; pH 7,5 
DNA-Probenpuffer (5x) 
“blue juice” 
20 % FICOLL 400  
100 mM EDTA  
1,0 % Sodiumdodecylsulfat (SDS)  
0,25 % Bromphenolblau   
0,25 % Xylencyanol  
Luciferase-Reagenz 20,00 mM  Tricine  
1,07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2  
2,67 mM MgSO4 
0,10 mM EDTA 
33,30 mM DTT 
270,00 µM CoA 
470,00 µM Luciferin 
530,00 µM ATP 
pH 7,8; Lagerung bei –80°C 
Lyse-Puffer 77 mM K2HPO4 
23 mM KH2PO4 
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0,2 % Triton X-100 
pH 7,8, autoklavieren, 
vor Gebrauch 1 mM DTT (Endkonz.) zufügen 
MOPS-Puffer (10x) 0,2 M MOPS 
50 mM Na Acetat 
1 mM EDTA 
pH 7,0 mit NaOH einstellen 
PBS 8 g NaCl 
0,2 g KCl 
1,44 g Na2HPO4 
0,24 g KH2PO4 
in 1 Liter aqua dest 
pH 7,4; autoklavieren 
Penicillin-Streptomycin Stammlösung 300 mg Penicillin (1690 U/mg),  
500 mg Streptomycin (766 U/mg),               
in 50 ml Hank´s ohne EDTA (pH 7,4); 
sterilfiltrieren und bei –20 °C lagern 
Perfusionsmedium (PM) Zur Herstellung eines Liters kamen zum Einsatz:     
( ) =Endkonzentrationen 
0,4 g KCl (5,36 mM) 
0,19 g MgSO4 x 7 H2O (0,77 mM) 
0,19 g MgCl2 x 6 H2O (0,93 mM) 
0,06 g Na2HPO4 x 2 H2O (0,34 mM) 
0,06 g KH2PO4 (0,44 mM) 
2,38 g Hepes (10 mM) 
8 g NaCl (145 mM) 
2 g Glukose (0,2 %) 
0,03 g Penicillin / 0,05 g Streptomycin 
2 g BSA Albumin Fraktion (0,2 %) 
pH 7,4/7,5 mit NaOH. Die benötigte Na-Konzen-
tration betrug 145 mM, die titrationsbedingte Na-
Ionen Zufuhr wurde bereits berücksichtigt. 
Sterilfiltrieren, nicht autoklavieren. 
Präperfusionsmedium (PPM) Zur Herstellung eines Liters kamen zum Einsatz:     
( ) =Endkonzentrationen 
0,4 g KCl (5,36 mM) 
0,19 g MgSO4 x 7 H2O (0,77 mM) 
0,19 g MgCl x 6 H2O (0,93 mM) 
0,06 g Na2HPO4 x 2 H2O (0,34 mM) 
0,06 g KH2PO4 (0,44 mM) 
0,08 g EdTA (0,2 mM) 
2,38 g Hepes (10 mM) 
8 g NaCl x 2 H2O (145 mM) 
Die Lösung wurde mit NaOH auf einen pH-Wert 
von 7,4/7,5 titriert und anschließend autoklaviert. . 
Die benötigte Na-Konzentration betrug 145 mM, 
die titrationsbedingte Na-Ionen Zufuhr wurde 
bereits berücksichtigt.  
Puffer 1 0,5 M Maleinsäure 
0,75 M NaCl 
pH 7,5 mit NaOH einstellen 
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Puffer 2 1 % Blocking Reagenz in Puffer 1 
RH-Medium (Rattenhepatozyten-
Medium)  
Williams E 
5 % Fötales Kälberserum  
2 mM  L-Glutaminlösung   
0,5 % Penicillin/Streptomycinlösung   
RNA-Marker PROMEGA Marker (0,28-6,58 kb) 
2 µl Marker +3 µl RNA Probenpuffer +1 µl 
Ethidiumbromid 
RNA-Probenpuffer 500 µl Formamid 
100 µl 10x MOPS 
178 µl Formaldehyd 
222 µl H2O - Diethylpyrocarbonat behandelt 
60 µl Farbstoff (Bromphenolblau, Xylencyanol 1%) 
SSC 0,2x; SDS 0,1 % 1 ml 20x SSC 
1 ml 10 % SDS 
auf 100 ml DEPC behandeltes Wasser 
SSC 20 x 3 M NaCl 
0,3 M Natriumcitrat 
SSC 2x; SDS 0,1 % 10 ml  20 x SSC 
1 ml 10 % SDS 
auf 100 ml DEPC behandeltes Wasser 
TAE-Puffer (50x) 2,0 M Tris 
0,1 M EDTA 
TE-Puffer 10 mM Tris HCl, pH 8,0 
1 mM EDTA 
Tetrazyclin 12,5 µl/ml aus einer Stammlösung von  
5 mg/ml in Ethanol   
Trypanblaulösung  0,5 % Trypanblau in 0,9 % NaCl-Lösung 
Trypsin Inhibitor-Stammlösung 0,2 % Trypsin Inhibitor (50 U/mg) in Hanks -/-, 
sterilfiltrieren, bei –20 °C lagern 
Trypsin-Stammlösung 0,2 % Trypsin (5,1 U/mg) in Hanks -/-, 
sterilfiltrieren, bei –20 °C lagern 
TSS-Medium LB-Medium mit 
10 % PEG6000  
50 mM MgCl2 
5 % DMSO 
pH 6,5 
Waschpuffer 150 ml Puffer 1 (1x) 
450 µl TWEEN 20  (Endkonzentration 0,3 %)  
 
 
 
 
 
 
 
 
B.1.2 CHEMIKALIEN 
 
Accutase PAA, Linz, Österreich 
Aceton JT Baker, Holland 
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Adenosin-5´ triphosphat BOEHRINGER, Mannheim 
Agarose AGS, Heidelberg/ GIBCO BRL 
Eggenstein 
Aktivkohle SIGMA, München 
Ampicillin SIGMA, München 
Bromphenolblau SERVA, Heidelberg  
BSA (mol. Biol. Grade) PROMEGA (SERVA), Heidelberg 
Caseinpepton (Select Peptone 140) LIFE Technologies (GIBCO BRL), 
Eggenstein 
Dexamethason SIGMA, München 
Digoxigenin-11-2'-desoxy-uridin-5'-triphosphat, 
Alkali-stabil 
BOEHRINGER, Mannheim 
Ditihiothreitol (DTT) BOEHRINGER, Mannheim 
DNA Längenmarker ROCHE, Mannheim 
dNTP PHARMACIA, Freiburg 
EDTA ROTH, Karlsruhe 
Essigsäure ROTH, Karlsruhe 
Ethanol (unvergällt) ROTH, Karlsruhe 
Ethidiumbromid ROCHE/BOEHRINGER, Mannheim 
FKS (fötales Kälberserum) PAA, Linz, Österreich 
Glutamin MERCK, Darmstadt 
HAM’s F12 BIO WHITTAKER, Verviers, Belgien 
Hefeextrakt LIFE/ GIBCO BRL, Eggenstein 
Hepes ( N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-
ethane-sulfonic-acid]) 
SIGMA, München 
Luciferin ROCHE/BOEHRINGER, Mannheim 
Methanol ROTH, Karlsruhe 
Natriumhydroxid ROTH, Karlsruhe 
Natriumchlorid ROTH, Karlsruhe 
NCTC-Medium 109 BIO WHITTAKER, Verviers, Belgien 
Oligonukleotide MWG BIOTECH, Ebersbach 
Penicillin G SIGMA, München 
2-Propanol ROTH, Karlsruhe 
Streptomycin SIGMA, München 
Tetracyclin BOEHRINGER, Mannheim 
Tris ROTH, Karlsruhe 
Trypanblau SIGMA, München 
Trypsin BOEHRINGER, Mannheim 
Trypsin-Inhibitor BOEHRINGER, Mannheim 
Williams Medium E BIO WHITTAKER, Verviers, Belgien 
Xylencyanol SIGMA, München 
Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma  ROTH, Karlsruhe und  
MERCK, Darmstadt bezogen 
 
B.1.3 ENZYME 
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Alkalische Phosphatase BOEHRINGER, Mannheim 
Klenow-Polymerase BOEHRINGER, Mannheim 
Polynukleotidkinase BOEHRINGER, Mannheim 
Restriktionsendonukleasen BOEHRINGER, Mannheim 
T4-DNA-Ligase BOEHRINGER, Mannheim 
T4-DNA-Ligase-Puffer BOEHRINGER, Mannheim 
Omniscript Reverse Transciptase    QIAGEN, Düsseldorf 
 
B.1.4 PRIMER 
 
 
B.1.5 GERÄTE 
 
Gelelektrophoresekammer „i-Mupid“  EUROGENTEC, Belgien 
Gelelektrophoresekammer „Subcell GT“  BIORAD, USA 
Gelelektrophoresekammer „Mini Subcell GT“ BIORAD, USA 
Gelelektrophoresekammer „Wide Mini Subcell GT“ BIORAD, USA 
CO2-Brutschrank  HERAEUS, Hanau 
DNA-Photometer „Gene Quant II“ PHARMACIA, Freiburg 
Elektrophorese Netzgerät „Blue Power 500“ SERVA, Heidelberg 
Elisa Reader „Versamax“  MOLECULAR DEVICES, Sunnyvale 
CA 
Exzenterschüttler “KS 250 basic” IKA-WORKS, Wilmington USA 
Feinwaage „BL 1500 S“  SARTORIUS, Göttingen 
Feinwaage „Sartorius Basic“ SARTORIUS, Göttingen 
Geltrockner „Model 583 Gel Dryer“ BIORAD, USA 
Inkubator MEMMERT, Schwabach 
Lyophilisator mit Kühlfalle “Maxi Dry Lyo” HETO, Dänemark 
Magnetthermorührer „RCT Basic“ IKA-WORKS, Wilmington USA 
Mikroskop “Leica DMIL” LEICA, Wetzlar 
Multipipette „Multipette plus“ EPPENDORF, Eppendorf 
Zählkammer Neubauer – improved MARIENFELD, Lauda-Königshofen 
pH-Meter „pH-Meter 761“  KNICK, Berlin 
Pipetten 2,5-10µl „Reference“  EPPENDORF, Eppendorf 
Pipetten 20-1000µl  GILSON, Frankreich 
Schüttler „MS2 Minishaker“  IKA-WORKS, Wilmington USA 
Sterilbank „Herasafe“  HERAEUS, Hanau 
Thermocycler „Mastercycler Gradient“  EPPENDORF, Eppendorf 
Thermocycler „Primus 96 plus“  MWG BIOTECH, Ebersberg 
lucTAA 5'-CTT AAG TTT TAC AAT TTG GAC TTT CCG-3' 
lucATG 5'-ATG GAA GAC GCC AAA AAC AT-3' 
Ecdysone forward 5'-CTC CGA ATA CTT TCA ACA AGT TAC-3' 
BGH reverse 5'-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3' 
GS 9-34 5’-AGA ATG GGA GTA GGG CGG AGT GTT T-3’ 
GS 280 5’-TCA CAG TCC AGA GTA CGG GTC TTG C-3’ 
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Thermomixer „Thermomixer comfort“  EPPENDORF, Eppendorf 
Thermomixer „Thermomixer compact“  EPPENDORF, Eppendorf 
Thermoschüttelinkubator “Innova 4400”  NEW BRUNSWICK, USA 
Tischzentrifuge „Centrifuge 5417C“  EPPENDORF, Eppendorf 
Tischkühlzentrifuge „Mikro 22R“  HETTICH, Tuttlingen 
Tischzentrifuge “Microliter”  HETTICH, Tuttlingen 
Ultrazentrifuge „Avanti J-25“  BECKMANN, USA 
Ultraschall Homogenisator BANDELIN, USA 
UV-Crosslinker “GS-Genelinker”  BIORAD, USA 
UV-Gelbetrachter „Foto-Prep 1“  FOTODYNE, USA 
Vacuumpumpe „N022“  KNF-NEUBERGER, Freiburg 
Wasserbad  JULABO, Seelbach 
Wasserbad mit Pumpe „Multitemp II“  PHARMACIA, Freiburg 
Mikroluminometer MikroLumatPlus LB96 V BERTHOLD/ WALLAC, Freiburg 
 
B.1.6 KITS 
 
CDP-Star, ready-to-use ROCHE, Mannheim 
First Strand c-DNA Synthesis-Kit AMERSHAM,  
Oligotex mRNA Mini-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
QIAprep Spin Maxiprep-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
QIAprep Spin Miniprep-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
QIAquick Gel Extraction-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
RNeasy Mini-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
Taq PCR Core-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
 
B.1.7 VERBRAUCHSMATERIAL 
 
Einmalpipetten  RENNER, Dannstadt 
Einfrierröhrchen (2ml) SARSTEDT, Nümbrecht 
Falcon Polypropylenröhrchen ( 15ml, 50 ml) BECTON DICKINSON, Heidelberg 
Gewebekulturflaschen TPP, Schweiz 
Membranfilter (0,2µm) MILLIPORE, Eschborn/ RENNER, Dannstadt 
Pasteurpipetten ROTH, Karlsruhe 
Mikroreaktionsgefäße (1,5ml) ROTH, Karlsruhe 
Mikroreaktionsgefäße  „safe lock“ (1,5ml) EPPENDORF, Hamburg 
Mikroplatte „96 well”, weiß CORNING INC, Corning, USA 
Makroplatte TC „six well“ TPP, Schweiz/ GREINER, Nürnberg 
Makroplatte TC „one well” TPP, Schweiz/ GREINER, Nürnberg 
PCR-Reaktionsgefäße  ROTH, Karlsruhe 
Petrischalen (90mm) GREINER, Nürnberg 
PS-Mikroplatte 96K GREINER, Nürnberg 
Reagenzgläser „Rotilab“ (15ml) ROTH, Karlsruhe 
Zentrifugenröhrchen (15ml/50ml) TPP, Schweiz  
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B.1.8 Versuchstiere 
Zur Gewinnung von Rattenhepatozyten wurden Ratten der Linie Sprague-Dawley 
(Rattus norvegicus) mit einem durchschnittlichen Körpergewicht von 200g bis 250g genutzt 
und vom Tierexperimentellen Zentrum der Universität Leipzig (MEZ) bezogen. Die Tiere 
wurden in einem 12 Stunden Tag- und Nachtrhythmus gehalten, erhielten Standarddiät ssniff 
R/M-H (ssniff Spezialitäten GmbH, Soest) und Wasser ad libitum. 
B.1. 9 Bakterienstämme 
Alle Transformationen wurden standardmäßig mit dem Bakterienstamm E.coli 
XL1 Blue bzw. E.coli XL1 Gold durchgeführt (Stratagene, USA). 
 
B.2 METHODEN 
B.2.1 ZELLKULTIVIERUNG 
Alle Zellkulturen wurden in TC one-well-Platten (Petrikulturschalen) oder TC six-
well-Platten (6-fach kompartimentierte Makroplatten) bei 37°C in Wasserdampf-gesättigter 
Atmosphäre und 5% CO2 inkubiert. Alle Kulturschalen wurden zuvor mindestens 12 Stunden 
mit Kollagen-Lösung (extrahiert aus Rattenschwänzen) beschichtet und am Tag der 
Präparation jeweils einmal mit HANK’s+EDTA und anschließend zweimal mit HANK’s+/+ 
gewaschen. 
 
B.2.2 HEPATOZYTENPRÄPARATION 
Die Hepatozytenpräparationen erfolgten mit der Kollagenase-Perfusionstechnik 
nach der Methode von Seglen (1976) und mit Modifikationen nach Burger et al. (1989)  
sowie Lindros und Penttilä (1985). Alle Spüllösungen wurden vor der Verwendung auf 37°C 
erwärmt und 20min mit Sauerstoff begast. Zur späteren Auflösung der interzellulären 
Verbindungen wurden 80mg Kollagenase in 10ml Hanks -/- gelöst und bis zur Verwendung 
bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. Die Tiere wurden gewichtsabhängig mit 100-150µl 
Pentobarbital  (30g/l) narkotisiert und nach Rasieren und Desinfizieren der Bauchdecke 
laparotomiert. Danach wurde unter Verlagerung des Omentum majus und des 
Gastrointestinaltraktes die Vena porta aufgesucht und zur Vorbereitung von Ligaturen mit 
zwei dünnen Fäden doppelt angeschlungen. Zudem erfolgte eine Ligationsvorbereitung an der 
V. cava inferior knapp proximal des Zuflusses der Vv. renales. Nach Punktion der Portalvene 
mit einer Flexüle erfolgte eine vorsichtige Infusion von Infusionsmedium (IM) bei 
Digitoninpräparation oder Präperfusionsmedium (PPM) bei Gesamthepatozyten-Präparation, 
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wobei die V. cava inferior kaudal der Ligatur unterhalb der Nierenvenenmündung inzidiert 
und so ein Medienfluss transhepatisch erreicht wurde (Abbildung 5). 
Abb. 5: Schema über den Versuchsaufbau einer Rattenpräparation. 
1) Transportaler Zugang und 2) Infusion von IM im Falle einer Digitonin-Präparation (A) oder PPM im 
Falle einer Gesamthepatozyten-Präparation (B).  
 
Nach erfolgreicher Fixation der Kanüle wurde das Tier thorakotomiert und das rechte Atrium 
und die V. cava inferior herznah dargestellt und am rechten Atrium inzidiert, ein 
Flexülenadapter eingelegt und anschließend die Ligatur der unteren Hohlvene proximal der 
Nierenvenenmündung geschlossen, um einen Medienfluss in physiologisch-antegrader 
Orientierung von der V. porta, dem Leberparenchym über die Zentralvenen und schließlich 
die V. cava inferior in Richtung des rechten Atriums zu erreichen (Abbildung 6). 
 
 
Abb. 6: Experimentieranordnung nach Ligatur des prähepatischen Teiles der V. cava inferior. 
Durch die Ausleitung der Medien über einen rechtsatrialen Zugang wurde ein vollständig 
physiologisch-antegrader Medienstrom erreicht.    
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Sollte eine Gewinnung von Gesamthepatozyten erreicht werden, erfolgte die Präparation des 
Abdomens, Thorax und Zwerchfells leberschonend mit dem Ziel der Leberentnahme in toto. 
Das entnommene Organ wurde am in der Portalvene doppelt ligierten Kanülenadapter in der 
Präparationsapparatur aufgehangen und in einem halbgeschlossenen Kreislauf mit 
Perfusionsmedium (PM, 70ml), zugesetzter Kollagenase und 2min nach Zugabe der 
Kollagenase mit eingebrachten CaCl2 (1,6ml, 200 mM) etwa 8 bis 10min perfundiert 
(Abbildung 7).  
Im Falle einer Digitoninpräparation wurde die Leber in situ belassen und in Abhängigkeit 
davon, ob eine periportale oder eine mit perizentralen Hepatozyten angereicherte 
Zellsuspension gewonnen werden sollte, physiologisch retrograd 2-3min (periportal) oder 
antegrad 1-2min (perizentral) mit einer Digitoninlösung (6mg/l Digitonin in IM-Medium) 
perfundiert. Die Digitoninlösung wurde vor der Applikation im Wasserbad auf 37°C erwärmt. 
Nach Abschluss der Digitoninbehandlung erfolgte das Spülen des Organs in jeweils 
entgegengesetzter Digitoninflussrichtung mit 800ml PPM-Medium. Darauf folgend wurde das 
Organ über seine beiden Zugänge in einem geschlossenen Kreislauf mit PM-Medium (90ml), 
Kollagenase sowie CaCl2 (2,2ml, 200mM) versetzt und 10 bis 15min inkubiert (Abbildung 8). 
Abb.7: Schema zur Gesamthepatozyten-Präparation. In toto präpariert und aufgehangen in der 
Präparationsapparatur erfolgte die Perfusion der Leber im halbgeschlossenen System mit 
Perfusionsmedium (PM) und mit CaCl2 aktivierter Kollagenase über eine Pumpe über 8-10min. 
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Abb.8: Darstellung einer Digitonin-Präparation. Perfusion der Leberparenchyms in situ. Digitonin 
wurde entweder antegrad oder retrograd perfundiert und konnte einwirken. Anschließend wurde mit 
Präperfusionsmedium in jeweils entgegengesetzter Richtung zur Digitoninperfusion gespült und 
danach der Verdauungsprozess mit Kollagenase gestartet 
 
Nach Auflösung der interzellulären Verbindungen wurde die Leber vorsichtig von 
Bindegewebsresten gereinigt, in Bechergläser überführt, mehrmals eingeschnitten und die 
Hepatozyten in jeweils kleinen Mengen gekühlten IM-Mediums (4°C) ausgeschüttelt und 
suspendiert. Nach Filterung der Zellsuspension über sterilen Verbandsmull absteigender 
Maschengröße erfolgte die dreimalige Zentrifugation bei 500U/min und Ersetzen des 
abgenommenen Überstandes mit IM-Medium. Danach wurden die gewonnenen 
Zellsuspensionen bei 4°C zwischengelagert. 
 
B.2.3 ZELLZAHLBESTIMMUNG  
Zum Bestimmen der Zelldichte und Vitalität wurden 200µl der jeweiligen 
Zellsuspension mit 100µl Trypanblau versetzt, vorsichtig homogenisiert und in einer 
Neubauer-Zählkammer (Höhe 0,1mm) ausgezählt. Zur Vitalitätsbestimmung wurde der 
Quotient aus von Trypanblau nicht angefärbten (vitalen) und angefärbten (toten) Zellen 
ermittelt und mit 100% multipliziert.  
 
B.2.4 KULTIVIERUNG VON PRIMÄRHEPATOZYTEN 
Zur Kultivierung von Primärhepatozyten wurden TC six well- oder TC one well- 
Platten benutzt, die 12 Stunden lang mit Rattenschwanz-Kollagen beschichtet waren. Die 
primären Hepatozyten wurden in einer Zelldichte von 0,5 Millionen (six well-Platte) bzw. 2,5 
Millionen Zellen pro well (bei one well-Platten) abgesetzt. Das entsprechende Medium 
(1ml/well bei six well-, 5ml/well bei one well-Platten) wurde 2 Stunden nach dem Aussäen der 
Zellen getauscht, um tote und nicht abgesetzte Zellen zu entfernen. Danach erfolgten weitere 
Medienwechsel nach Transfektionsvorschrift (siehe unten).  
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B.2.5 HERSTELLUNG KOMPETENTER ZELLEN 
Zur Präparation kompetenter E. coli–Zellen vom Stamm XL-1-Blue wurden diese 
auf eine LB-Agar-Platte (mit Tetrazyklin 12,5µg/ml) ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 
inkubiert. Nach 12 Stunden wurde eine Kolonie unter sterilen Kautelen abgenommen und in 
2ml LB-Medium mit 12,5µg/ml Tetrazyklin transferiert. Anschließend wurde die Kultur über 
Nacht bei 37°C und 175U/min im Schüttelinkubator geschüttelt. Danach wurden 1ml der 
Vorkultur in einen vorgewärmten Kolben mit 100ml Tetrazyklin-LB-Medium abgeimpft. Die 
Kultur wurde bei 37°C bis zur frühen exponentiellen Phase inkubiert (optische Dichte bei 
578nm ~ 0,6). Die Bakterien wurden bei 1000g in der gekühlten Zentrifuge (4°C) für 10min 
pelletiert, in 50ml eisgekühlter 50mM TSS-Lösung (4°C) aufgenommen (Pipettenspitzen 
gekühlt), erneut zentrifugiert und schließlich in 2ml 50mM TSS-Lösung (4°C) resuspendiert. 
Zum Einfrieren wurden 200µl Aliquots in 1,5ml Reaktionsgefäße abgefüllt und anschließend 
in flüssigem Stickstoff gefroren. Die Lagerung erfolgte bei –80°C.    
 
B.2.6 TRANSFORMATION VON BAKTERIEN 
Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und das zu transformierende 
Plasmid in sehr geringer Menge (maximal 10ng, je nach Kompetenz) auf ein 200µl Aliquot 
der kompetenten Zellen gebracht. Anschließend ließ man den Ansatz 10min auf Eis stehen, 
inkubierte exakt 2min bei 37°C und stellte ihn anschließend wieder für mindestens 2min auf 
Eis. Die transformierten Zellen wurden mit Hilfe eines sterilen Drigalsky-Spatels auf einer 
Ampicillin-LB-Agar-Platte ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert. 
 
B.2.7 PLASMIDISOLIERUNG AUS BAKTERIENKULTUREN  
Je eine Kolonie transformierter Bakterien wurde von der LB-Agarplatte 
abgenommen und in eine Vorkultur (2ml LB-Medium mit 0,1mg/ml Ampicillin) überführt, 
die 8 Stunden bei 37°C und 175U/min im Inkubationsschüttler geschüttelt wurde. Die 
Vorkultur wurde anschließend entweder geerntet oder zu Herstellung von größeren Mengen 
DNA in 100ml LB-Medium mit 0,1mg/ml Ampicillin überführt und erneut über Nacht unter 
den gleichen Bedingungen inkubiert. Die Ernte der Bakterien erfolgte durch Zentrifugation 
(13.000g/ 5min (2ml Kultur) bzw. 6000g/ 15min (100ml Kultur) mit anschließender 
Isolierung der Plasmid-DNA nach dem Qiagen Spin MiniPrep- (Vorkultur) oder Qiagen Spin 
MaxiPrep-Protokoll. Prinzip beider Methoden ist die Bindung von Plasmid-DNA an eine 
Anionenaustauschermatrix. Nach Suspension der Bakterienpellets in Puffer 1 erfolgte 
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zunächst die Lyse der Zellen durch Puffer 2. Durch Behandlung mit Neutralisationspuffer P3 
wurden genomische DNA, Proteine und Zelldetritus präzipitiert und schließlich durch 
Zentrifugation entfernt. Nach zweimaliger Zentrifugation wurde der Überstand auf die mit 
Puffer QBT äquilibrierte Säule mit Anionenaustauschermatrix gegeben. Durch 
hydrostatischen Druck (Maxiprep) oder Zentrifugation (Miniprep) wurde die Säule 
durchlaufen, wobei die durch Phosphatgruppen negativ geladene Plasmid-DNA an anionische 
DEAE-Gruppen der Silikatkristalle bindet. Nach Waschen der Säule mit dem entsprechenden 
Puffer wurde die DNA von der Matrix eluiert und schließlich präzipitiert. Zum Erhalt 
besonders reiner DNA für Transfektionen wurde mit 400mM LiCl und 2,5-fachem Volumen 
Ethylalkohol umgefällt. Die Ausfällung erfolgt bei –80°C über 15min oder bei –20°C über 
Nacht. Nach Zentrifugation (15min, 4°C) wurde der Überstand verworfen, die Pellets mit 
70% Ethanol gewaschen und nach kurzem Antrocknen in Wasser oder TE-Puffer gelöst. 
Schließlich wurde die Konzentration der Plasmid-DNA bestimmt, und es erfolgte ein 
Restriktionsverdau zur Kontrolle der isolierten Plasmide. 
 
B.2.8 ELEKTROPHORESE 
Die analytische und präparative Auftrennung von DNA erfolgte durch 
Gelelektrophorese in Agarosegelen. Es fanden Gele mit Agarosekonzentrationen zwischen 
0,8-1,5% in  1xTAE-Puffer Verwendung. Zur Markierung der DNA enthielten sowohl die 
Gele als auch die TAE-Laufpuffer Ethidiumbromid (0,4µg/ml). Jeder DNA-Probe wurde 
25Vol% 5x Probenpuffer zugegeben, um die im Agarosegel zurückgelegte Strecke zu 
visualisieren. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden alle Proben für 10min auf 65°C erhitzt 
und anschließend auf Eis abgekühlt, um die Hybridisierung von DNA-Fragmenten zu 
minimieren und um möglicherweise nach dem Verdau noch vorhandene Restriktionsenzyme 
zu inhibieren. Zur Größenbestimmung der DNA dienten DNA-Längenmarker. Als 
Elektrodenspannung wurden 80 bis 120V gewählt.  
B.2.9 ISOLIERUNG DER DNA AUS AGAROSEGELEN 
Nach erfolgter Gelelektrophorese konnten die DNA-Moleküle gewünschter Länge 
aus dem Gel ausgeschnitten werden. Dies erfolgte unter UV-Licht, um den Anteil nicht DNA-
enthaltenden Agarosegels gering zu halten. Mit Hilfe des Qiagen Gel Extraction Kit wurde 
die Agarose bei 50°C aufgeschmolzen. Durch die Hochsalzbedingungen des Schmelzpuffers 
erfolgt eine Bindung der DNA an eine Säule, die anschließend mit alkoholischem 
Hochsalzpuffer gewaschen wurde. Abschließend wurde mit Wasser oder TE-Puffer eluiert 
und eine Konzentrationsbestimmung durchgeführt.  
B   MATERIAL UND METHODEN 
42 
 
B.2.10 DNA/RNA-KONZENTRATIONSBESTIMMUNG  
Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch Spektralphotometrie über 
die optische Dichte bei 260nm. Dabei galt als Umrechnungsfaktor: OD260nm=1 entspricht 
50µg/ml. Als Maß der Reinheit der DNA wurde der Quotient aus OD260nm und OD280nm 
bestimmt, der bei 1,8 liegen soll. In Abhängigkeit der zur Verfügung stehenden DNA wurden 
Verdünnungen zwischen 1/10 bis 1/100 zur Messung verwendet. Geeicht wurde gegen H2O 
bzw. TE-Puffer. 
Wurden RNA-Konzentrationen bestimmt, galt als Umrechnungsfaktor: OD260nm=1 entspricht 
40µg/ml bei neutralem pH-Wert. Der Quotient aus OD260nm und OD280nm als Maß der Reinheit 
sollte bei reiner RNA und pH-Wert 7,5 bei 1,8 bis 2,3 liegen. 
 
B.2.11 RNA-AUFREINIGUNG 
B.2.11.1 Prinzip 
RNA-Aufreinigungen erfolgten alle nach dem QIAGEN-RNeasy-Mini-Kit-
Protokoll über ein Säulensystem unter Einhaltung RNase-freier Bedingungen. Dabei handelt 
es sich um eine etablierte Methode der RNA-Aufreinigung. Nach Lyse und Homogenisierung 
der Zellen mit Hilfe eines hocheffektiven Denaturierungspuffers  zur Inaktivierung von 
RNasen (Guanidin-Thiocyanat) wurde die RNA-Aufreinigung über eine Säulen-
Membranmethode erreicht. Sie nutzt die selektiven Bindungseigenschaften von RNA mit 
silica-basierten Membranen, wobei mit Hilfe eines Hochsalz-Puffersystems bis zu 100µg 
RNA mit einer Länge von über 200 Basen isoliert werden können. Andere Zellbestandteile 
werden über mehrere Waschschritte ausgewaschen und die RNA anschließend mit RNase-
freiem Wasser eluiert. Es wird dabei hauptsächlich mRNA angereichtert, da die meisten 
RNA-Moleküle mit einer Länge kürzer als 200 Basen ribosomale RNA, tRNA und andere 
RNA sind. Eine DNase Behandlung ist ebenfalls nicht notwendig, da die silica-Membran-
Technologie effizient DNA ohne enzymatische Behandlung entfernt.  
B.2.11.2  Durchführung 
Durch die Verwendung von TC one well- oder six well-Platten konnte die Lyse 
und Homogenisierung direkt in den Kulturschalen durchgeführt werden. Dabei wurde das 
Kulturmedium abgesaugt und Lyse-Puffer RLT zugegeben, der zuvor mit β-Mercapto-
Ethanol (10µl β-ME/1ml RLT-Puffer)  versetzt wurde (350µl Puffer pro well bei six well-
Platten oder 600µl Puffer bei one well-Platten). Durch 6 bis 10-malige Aspiration in eine 
RNase-freie Kanüle und Spritze wurde anschließend homogenisiert. Das homogenisierte 
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Lysat wurde mit einem Volumenanteil Ethanol (70%) versetzt, auf die RNeasy-Säulen verteilt 
und bei 8000g 15s zentrifugiert. Danach erfolgte das Waschen der Säulen mit Puffer RW1, 
15s Zentrifugation mit 8000g, zweimaligem Waschen mit ethanolversetztem Puffer RPE und 
Zentrifugation für 15s bzw. 2 min bei 8000g. Zur vollständigen Entfernung des Ethanols 
wurde häufig noch ein weiterer Zentrifugationsschritt hinzugefügt. Abschließend konnte die 
membrangebundene RNA mit 50-100µl RNase-freiem Wasser und Zentrifugation bei 8000g 
eluiert werden. Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung konnte die RNA durch eine 
weitere poly-A+-RNA-Isolation aufbereitet, für ein cDNA-Synthese oder in einer Northern 
Blot-Hybridisierung verwendet werden. 
 
B.2.12 POLY A+-MRNA ISOLIERUNG 
B.2.12.1 Prinzip 
Nur etwa 1-5% der RNA-Gesamtmenge einer Säugerzelle entspricht mRNA. 
Durch die Verwendung des QIAGEN RNeasy-Säulenprotokolls enthält die aufgereinigte RNA 
nur RNA-Moleküle mit einer Länge von über 200 Basen und damit ohnehin fast nur mRNA. 
Um dieses RNA-Gemisch weiter aufzureinigen, wurde die QIAGEN Oligotex-Technik zur 
Isolation von poly-A+-mRNA verwendet. Diese Methode macht sich zu Nutze, dass am 3’-
Ende aller eukaryotischen und einiger viralen mRNA-Moleküle im Rahmen des 
posttranskriptionalen processing 50-250 Adenosin-Nukleotide angehangen werden. Dagegen 
sind weder tRNA-, rRNA- noch siRNA-Moleküle polyadenyliert. Dieses poly-A-Ende kann 
an dT-Oligomere, die an eine solide Matrix gebunden sind, unter Hochsalzbedingungen 
hybridisieren. Dabei stellen im Falle der QIAGEN Oligotex-Technik Polystyren-Latex 
Partikel mit einem Durchmesser von 1,1µm die Matrix dar, an deren Oberfläche dC10T30-
Oligonukleotide kovalent gebunden sind. Durch Hochsalzbedingungen binden die poly-A-
Enden an die dT30-Oligonukleotide, die durch Zentrifugation abgesetzt werden können. Nicht 
hybridisierte übrige RNA kann mit dem Überstand entfernt werden. Durch Senkung der 
Salzkonzentration wird die dT:A Bindung soweit geschwächt, dass die mRNA abschließend 
von der Matrixstruktur eluiert werden kann.   
 
B.2.12.2 Durchführung 
Nach Bestimmung der Ausgangskonzentration der total-RNA wurde die Probe 
sowohl mit RNase-freiem Wasser, Puffer OBB und schließlich der Oligotex-Suspension auf 
die im Protokoll angegebene Menge aufgefüllt. Zur Aufhebung der Sekundärstruktur der 
RNA und Hybridisierung der Oligo-dT30-Moleküle der Oligotex-Suspension mit dem poly A-
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Ende der mRNA erfolgte die Inkubation dieser Lösung bei 70°C für 3 Minuten und 
anschließend bei 30°C für 10 Minuten. Danach wurde das mRNA-dT30-Hybridgemisch bei 
14000g für 2 Minuten zentrifugiert und der Überstand entfernt. Das entstandene Pellet konnte 
in Puffer OW2 resuspendiert, die Lösung auf Säulen pipettiert und 1 Minute bei maximaler 
Geschwindigkeit zentrifugiert werden. Danach wurde erneut Puffer OW2 zugegeben und 1 
Minute zentrifugert. Anschließend konnte durch Auftragen von auf 70°C vorgewärmten 
Puffers OEB, mehrmaliger Aspiration und Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit für 
1 Minute die poly-A+-mRNA eluiert werden. Abschließend erfolgten 
Konzentrationsbestimmung und Weiterverwendung oder Lagerung bei –80°C.  
 
B.2.13 TRANSFEKTION UND REPORTERGENASSAYS 
B.2.13.1 Prinzip der Transfektion 
Alle Transfektionen wurden unter Verwendung von Effektene (Qiagen, 
Düsseldorf), einem kationischen Lipid, als lipidvermittelte Transfektion durchgeführt. 
Grundprinzip dabei ist die Wechselwirkung durch Phosphatsäurereste negativ geladener 
DNA-Moleküle mit dem kationischen Lipid und letztlich die Aufnahme dieser Komplexe in 
die Zielzelle. Dabei sind die Struktur und der Fusionsmechanismus der entstehenden 
Komplexe umstritten. Man diskutiert einerseits eine Endozytose in die Zielzellen über die 
Bildung von Liposomen (Zabner et al. 1995, Hui et al. 1996) oder andererseits die Fusion der 
DNA-Lipid-Komplexe mit der Zellmembran (Felgner et al. 1987). Um die Bildung der 
Komplexe zu erleichtern, wurde bei Transfektionen in der vorliegenden Arbeit die zu 
transfizierende DNA mit einer als Enhancer bezeichneten Substanz (Qiagen, Düsseldorf) 
vorinkubiert.  
 
B.2.13.2 Durchführung der Transfektion 
Die kultivierten Zellen erhielten 4 Stunden vor der Transfektion frisches Medium, 
und zwar 1,5ml RH-Medium pro well bei six well- oder 7,5ml RH-Medium pro well bei one 
well-Platten. Vor der Transfektion erfolgte die Inkubation der DNA zuerst für 10min mit der 
Enhancerlösung (je 1µg DNA mit 2µl Enhancer-Stammlösung (2,5µg/µl) in 100µl Hepes-
Puffer). Anschließend wurde die Effektene-Lösung zugemischt (je µg DNA Zugabe von 7,5µl 
Effektene (1µg/µl) in 100µl Hepes-Puffer) und erneut für 10min inkubiert. Schließlich wurden 
die DNA/Lipid-Komplexe zu den Zellen gegeben (195µl pro well bei six well- und 975µl bei 
one well-Platten). Erfolgte eine Kotransfektion mit einem Referenzplasmid, wurde die DNA-
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Menge in 90% Reportergenplasmid und 10% Referenzplasmid aufgeteilt. Nach 4 Stunden 
erfolgte ein Medienwechsel auf 1ml bzw. 5ml RH-Medium. 
  
B.2.13.3  Ernte transfizierter Zellen 
Die Ernte der Zellen erfolgte zu definierten Zeitpunkten nach Transfektion. 
Zunächst wurden die Zellen zweimal mit HANK’S +/+ gewaschen, Medienreste abgesaugt 
und die Platten sofort auf Eis gelagert. Nach Zugabe von je 100µl bzw. 500µl Lyse-Puffer pro 
well und Abschaben der lysierten Zellen konnten die Extrakte in Eppendorf Becher umgefüllt 
werden. Eventuell noch intakte Zellen wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
vollständig lysiert. Durch zweiminütiges Zentrifugieren bei 11000 U/min wurden die 
Zelltrümmer sedimentiert und die Überstände entweder sofort enzymatisch untersucht 
(Luciferase Assay, siehe unten) oder bei –20 °C gelagert. 
 
B.2.13.4 Bestimmung der Firefly Luciferase-Aktivität 
Zur Messung der Aktivität der von Reportergenen kodierten Photinus pyralis 
Luciferase (Luciferin-4-Monooxygenase, E.C.1.13.12.7) wurde nachstehender Assay 
verwendet. Er ermöglichte eine schnelle, nichtradioaktive und sensitive Möglichkeit, die 
Aktivität der transfizierten Reportergene zu bestimmen. 
Das Translationsprodukt des Luciferase-Gens katalysiert folgende Reaktion: 
 
CoA + ATP + D-Luciferin + O2  Oxyluciferin + PPi + AMP + CO2 +0,9 hν 
 
Bei 25°C Raumtemperatur wird Luciferin mit Hilfe der Luciferin-4-Monooxygenase unter 
Anwesenheit von ATP, Sauerstoff und Mg2+ -Ionen zu Oxyluciferin oxidativ decarboxiliert. 
Das intermediär entstehende Luciferin-Adenylat wird sehr langsam umgesetzt, so dass nur ein 
kurzer Lichtblitz („flash“) entsteht, sobald man Substrat und Enzym vermischt. In Gegenwart 
von Coenzym A (CoA) erfolgt die Reaktion über ein Luciferin-CoA-Intermediat, das dem 
Reaktionsablauf nach dem einer „flash“-Kinetik vorbeugt. Bei verwendeten Assay wurden 
10µl Zellextrakt im Miroluminometer (BERTHOLD) mit 50µl Luciferase Reagenz vermischt. 
Es erfolgten Doppelbestimmungen jeder Aktivität, wobei jeweils 1,6 Sekunden nach der 
Substratzugabe die relativen Lichteinheiten als 10s-Integral gemessen wurden.  
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B.2.13.5 Bestimmung der Renilla Luciferase-Aktivität 
Um Messwertabweichungen aufgrund schwankender Transfektionseffizienz 
zwischen einzelnen Experimenten zu berücksichtigen, wurden gleichzeitig mit den 
Reportergenen Referenzplasmide kotransfiziert, die eine Renilla reniformis Luciferase 
kodierten (E.C. 1.13.12.5). Das entsprechende Substrat dieser Luciferase ist Coelenterazin. 
Die bei dieser Reaktion entstehende Lichtemission kann ebenfalls über ein Luminometer 
quantitativ bestimmt werden. In unserem Falle wurden 10µl Zellextrakt mit 50µl 
Coelenterazin Assay Reagenz im Mikroluminometer vermischt und jeweils 1,6 Sekunden 
nach der Substratzugabe die relativen Lichteinheiten über ein 10s-Integral gemessen. Das 
Coelenterazin wurde als 200-fach Coelenterazin Stock bei –20°C gelagert und erst kurz vor 
der Messung dem Coelenterazin Assay Puffer zugegeben (CAP). 
 
B.2.13.6 Berechnungen der relativen Expression bei Verwendung von Referenzplasmiden 
 
Da jede Transfektion in 6 Parallelansätzen je Reportergen durchgeführt wurde und 
die Überstände jeden Ansatzes doppelt bestimmt wurden, ergaben sich 12 Datenpaare von 
Firefly und Renilla Luciferase-Messwerten. Es wurde der Mittelwert der 
Doppelbestimmungen errechnet und danach erfolgte die Korrektur um die Hintergrundwerte 
(Transfektionen ohne DNA). Anschließend wurden die Firefly Luciferase-Aktivitäten der 
Reportergene mit den jeweiligen Renilla Luciferase-Aktivitäten der Referenzplasmide durch 
Quotientenbildung verrechtet. Schließlich erfolgte die Bildung der Mittelwerte aller relativen 
Expressionen aus den sechs Parallelansätzen und die Berechnung der zugehörigen 
Standardabweichungen.  
 
 
B.2.14 ENZYMATISCHE BEHANDLUNG VON DNA/RNA 
B.2.14.1 Restriktionsverdau 
Die Restriktionsenzyme in der vorliegenden Arbeit (Roche, Mannheim, 
Deutschland) wurden mit den mitgelieferten Puffern verwendet. Der Gesamtansatz aus DNA, 
Restriktionsenzym, Puffer und H2O wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Für analytische 
Zwecke fanden Ansätze mit DNA-Mengen von 0,2-1,0µg Verwendung, für präparative 
Zwecke wurden bis zu 5µg DNA geschnitten. Sollten zwei Restriktionen durchgeführt 
werden, so konnten diese in einem Ansatz geschehen, so lange die Pufferbedingungen 
identisch waren. Wenn ein Doppelverdau nicht gleichzeitig möglich war, wurde die 
geschnittene DNA nach dem ersten Verdau mittels einer Gelelektrophorese und 
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anschließenden Extraktion aufgereinigt und der zweite Verdau angesetzt. Zum Stoppen der 
Restriktionsreaktion wurden nach jedem Verdau 25Vol% Probenpuffer zugesetzt und das 
Enzym 10min bei 65°C inaktiviert. Anschließend wurde über eine Agargelelektrophorese der 
Erfolg der Restriktion kontrolliert. 
 
B.2.14.2 Linearisierung von Plasmidvektoren 
Um eine Ligation von DNA-Fragmenten in ein Plasmid zu ermöglichen, musste 
das zirkuläre Plasmid zuerst linearisiert werden. Hierzu wurde dieses mit Hilfe eines 
Restriktionsverdaus geschnitten. Um eine Re-Ligation und damit Re-Zirkularisierung der 
Plasmid-DNA in der nachfolgenden Ligationsreaktion zu verhindern, wurde die geschnittene 
DNA mit 1U alkalischer Phosphatase im selben Reaktionsansatz für 30min bei 37°C 
dephosphoryliert und anschließend über Agarosegelelektrophorese gereinigt.  
 
B.2.14.3 Ligation 
Für eine Ligation in einem 25µl Ansatz wurden 50ng Vektor-DNA und der 2-3 
molare Überschuss an Insert-DNA verwendet. Man pipettierte 1U DNA-T4-Ligase, 
Ligationspuffer, Vektor- und Insert-DNA zusammen. Danach erfolgte die Inkubation (12 
Stunden, 16°C) im Wasserbad. Zur Kontrolle wurde bei allen Ligationen zusätzlich eine 
Ligation ohne Insert durchgeführt. 
 
B.2.14.4 DNaseI Verdau 
Zum Entfernen unerwünschter DNA wurden RNA-Lösungen einem DNaseI-
Verdau unterzogen. Dabei wurden der 100µl RNA-Lösung 15µl DNA Digestion Puffer, 1,5µl 
DTT, 0,75µl RNase-Inhibitor (40u/µl) und 9µl DNase I (10u/µ) zugefügt und die 
Gesamtmenge auf 150µl aufgefüllt, 15min bei 37°C inkubiert und auf Eis gelagert. Die 
vollständige Beendigung des Verdaues erfolgte durch 37,5µl DNaseI Stopp Mix. Die folgende 
RNA-Aufreinigung erfolgt nach dem QIAGEN-RNeasy-Mini-Kit Protokoll über ein 
Säulensystem unter Einhaltung RNase-freier Bedingungen.  
 
B.2.15 PCR -REAKTIONEN 
B.2.15.1 Prinzip 
Das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) 
wurde angewendet, um spezifische DNA-Bereiche amplifizieren zu können. Die Grundidee 
ist die Vervielfältigung von Nukleinsäure-Fragmenten ohne die Verwendung von zellulären 
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Systemen. Das Prinzip der Methode beruht auf der DNA-Synthese zwischen zwei 
Oligonukleotid-Primern, die nach Denaturierung eines DNA-Doppelstranges komplementär 
an die gegenläufigen DNA-Einzelstränge oberhalb der interessierenden Sequenz binden 
können (annealing). Danach erfolgt die jeweilige Komplementierung der DNA-Einzelstränge 
zum Doppelstrang durch eine DNA-Polymerase, so dass jetzt insgesamt zwei DNA-
Doppelstränge vorliegen (extension). Der Reaktionszyklus kann nun mit der erneuten 
Denaturierung von vorn beginnen. Wiederholt man diesen Zyklus (im Regelfall 20-40 
Zyklen), kann eine exponentielle Zunahme der zu amplifizierenden DNA-Moleküle 
beobachtet werden. In Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen entsprechende Primer zum 
Einsatz, die komplementär zu den bekannten DNA-Sequenzen jeweils oberhalb des 5’- bzw. 
unterhalb des 3’-Endes des zu amplifizierten Bereiches hybridisieren konnten. Die 
Verwendung einer speziell thermoresistenten DNA-Polymerase (thermus aquaticus, taq) 
gewährleistete die DNA-Synthese auch nach den jeweiligen Denaturierungsschritten. Um die 
optimale Durchführung einer Polymerase-Kettenreaktion zu erreichen, ist es wichtig, die 
Länge der zu synthetisierenden Fragmente und die optimale Hybridisierungstemperatur der 
Oligonukleotide zu kennen. Von diesen Parametern hängen Reaktionstemperaturen und -
zeiten ab, die so justiert werden müssen, dass Falschamplifikationen vermieden werden. 
 
 
 
B.2.15.2 Vorgehensweise 
 Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die Polymerase-Kettenreaktion nach dem 
folgenden Ansatz und Programm mit Hilfe des Qiagen PCR Core Kit. Dabei wurden die 
Amplifikationen in Gesamtansätzen von 20µl durchgeführt. Konzentrationsabhängig fanden 
0,25-1µl DNA, 2µl upstream-, 2µl downstream-Primer (5 pmol/µl) und 15-15,75µl 
Mastermix Verwendung. Der Mastermix wurde für die Anzahl der Ansätze +1 
zusammengestellt. Er enthielt pro Ansatz 2µl 10x PCR-Puffer, 4µl Q-Solution, 0,4µl dNTPs 
(Desoxytrinukleotide) und 0,1µl Taq-Polymerase (1U) und wurde mit Wasser auf das 
benötigte Volumen aufgefüllt. Die Proben wurden auf Eis zusammenpipettiert und in einen 
Thermocycler gegeben. Alle PCR-Reaktionen wurden mit einem Ansatz als Negativkontrolle 
durchgeführt, um Kontaminationen auszuschließen. Der Deckel des Thermocyclers wurde auf 
110°C erhitzt, um einen Temperaturgradienten und Verdunstung zu vermeiden. Die PCR 
erfolgte, falls nicht anders angegeben, nach folgendem Standardprogramm:   
94°C  Denaturierung  1,5 min, 
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54-57°C Annealing  1-2,5 min, 
72°C  Extension  1,5-2,5min  
Speziell die Synthesezeiten sowie die Anzahl der Reaktionszyklen (30-40) mussten der 
jeweiligen Länge der zu amplifizierenden Konstrukte angepasst werden. Dem letzten Zyklus 
folgte ein Extensionsschritt (72°C, 7 min). Anschließend wurden die Ansätze mit 25 Vol% 
Probenpuffer versetzt, über eine Elektrophorese aufgetrennt, die DNA-Fragmente 
entsprechender Länge ausgeschnitten und unter Verwendung des Qiagen Gel Extraction Kit 
gereinigt. Schließlich erfolgte die photometrische Konzentrationsbestimmung der jeweiligen 
Amplifikate.  
 
B.2.16 NORTHERN BLOT 
B.2.16.1 Prinzip 
 Das Northern Blot-Verfahren zum Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen 
entspricht der von Southern entwickelten Methode auf DNA-Niveau. Um eine spezifische 
RNA-Sequenz in einem RNA-Gemisch durch Northern Blot nachzuweisen, erfolgt zunächst 
eine Gelelektrophorese isolierter RNA, um diese nach unterschiedlichen Längen 
aufzutrennen. Anschließend erfolgt die Übertragung der aufgetrennten RNAs durch Kapillar- 
oder Elektrotransfer auf Nitrozellulose- oder Nylonmembranen, auf denen die Nukleinsäuren 
durch UV-Crosslinking oder ‚Backen’ bei 80°C gebunden werden. Die Membranen werden 
anschließend mit einer Hybridisierungslösung inkubiert, die eine zu der gesuchten mRNA-
Sequenz komplementäre, markierte Sequenz als Sonde enthält. Diese Sonde kann unter 
entsprechend gewählten Salz- und Temperaturbedingungen mit der Zielsequenz durch 
Wasserstoffbrückenbildung hybridisieren. Um die Sonden detektieren zu können, werden 
häufig radioaktiv markierte Sonden verwendet (z.B. mit Isotop 32P markiert). In der hier 
vorliegenden Arbeit wurden hingegen Sonden hergestellt, die mithilfe Digoxigenin-markierter 
Nukleotide synthetisiert worden waren. Diese Sonden lassen sich durch Anti-Digoxigenin-
Antikörper nachweisen. Die Antikörper sind mit alkalischer Phosphatase (AP) gekoppelt, die 
ihrerseits ein Substrat (CDP-Star) umsetzt, was zur Emission von Lichtquanten führt, die 
durch Exposition auf Röntgenfilmen nachgewiesen werden können. 
 
B.2.16.2 Herstellung der Blotting-Sonde 
Die Herstellung der im Northern Blot verwendeten Sonde (komplementär zur 
Photinus firefly Luciferase-Sequenz) erfolgte durch eine PCR unter Zusatz von 10% MgCl2 
und der Verwendung von 10% speziell angesetzter Desoxytrinukleotidlösung (dTN). Dafür 
wurden je 2µl dATP-, dGTP- und dCTP-Lösung sowie 1,3µl dTTP Lösung (je 100mM) 
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vermischt und auf 10µl aufgefüllt. Für eine Markierung wurde schließlich ein Nukleotid-
Digitonin Mix (5µl) eingesetzt, der aus 1,5µl dieser Primerlösung und 3,5µl zugefügtem 
Digoxygenin-markierten dUTP (1mM)  bestand. 
Unter Verwendung von lucTAA und lucATG als Primerpaar (siehe verwendete Primer) erhielt 
man unter Einsatz von 100µg pSV luc 1730 DNA als ‚Template’ eine vom Start- und 
Stopkodon flankierte Digoxygenin-markierte Photinus firefly Luciferasesonde. Nach 
Auftragen  auf ein 0,8% Agarosegel und folgendem Ausschneiden und Reinigen (Qiagen Gel-
Extraktions-Kit) wurde die Konzentration der Sonde über eine Eichkurve bestimmt.  
B.2.16.3 Durchführung des Northern Blots 
Zuerst wurde ein RNAse freies Formaldehyd-Gel gegossen. Dazu wurden 0,6g 
Agarose in 50ml 1x MOPS-Puffer unter Aufkochen gelöst. Kurz vor dem Abkühlen unter die 
Polymerisationsgrenze (60°C) erfolgte die Zugabe von 10ml Formaldehyd (35%), das Gießen 
des Gels und die vollständige Abkühlung. 
Die RNA-Proben (10µg Gesamt-RNA oder 500ng poly-A+-RNA) wurden in der 
Vakuumzentrifuge auf ca. 8µl eingedampft, mit 10µl RNA-Probenpuffer versehen, 
denaturiert (65°C, 5min) und sofort auf Eis gestellt. Zusätzlich wurden 2µl RNA-Marker mit 
3µl Probenpuffer versetzt und denaturiert (10min, 65°C) und ebenfalls auf Eis gestellt. 
Danach erfolgte die Zugabe von 1µl Ethidiumbromid (4µg/ml). Die Beschickung und die 
Durchführung der Elektrophorese erfolgte bei 4°C in der Kühlkammer, beginnend mit etwa 
10min bei 100V, danach mit abgesenkter  Elektrodenspannung von 40V in einfachem MOPS 
-Puffer. 
Zum Herstellen des blots erfolgte die Entnahme des Geles aus der Gelkammer und die 
Abtrennung der Markerspur, die daraufhin gescannt und vermessen wurde. Das Gel wurde 
sodann auf einer Blottingapparatur auf saugfähigem Papier (3M Watmann) befestigt, welches 
mit 20xSSC-Lösung durchtränkt war und dessen Schnittenden in eine Lösung mit ebenfalls 
20xSSC-Lösung hineinragten. Auf das Gel wurde eine Nylonmembran (0,45µm Boehringer) 
blasenfrei transferiert, mit drei Lagen Watmann-Papier und reichlich Saugpapier abgedeckt 
und beschwert, um so einen guten Kapillartransfer zu ermöglichen.  
Nach mindestens 12 Stunden erfolgte die Entfernung der Saugpapiere und des 
Watmannpapiers, die Geltaschen wurden markiert und die Blottingmembran entfernt und 
unter Papierarmierung 2 Stunden bei 80°C in einem Geltrockner ‚gebacken’. Zur 
Prähybridisierung erfolgte eine Äquilibrierung der Membran mit 10ml Hybridisierungslösung 
ohne Formamid für 8 bis 48 Stunden bei 68°C, ehe die formamidfreie Lösung gegen die 
Hybridisierungslösung zur eigentlichen Hybridisierung ausgetauscht wurde, wobei in jeweils 
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1ml der Lösung 10ng einer Digoxigenin-markierten Sonde gegeben wurden und der Ansatz 
mindestens 12 Stunden bei bis zu 68°C inkubierte.  
Nach dem Überführen der Membran in eine Schale konnte das Waschprotokoll ausgeführt 
werden, wonach zuerst 2 mal für 15min mit 2x SSC-Lösung und 0,1% SDS bei 60°C und 
konstantem Schütteln gewaschen wurde, weiterhin zweimalig mit 0,2% SSC-Lösung und 
0,1% SDS bei ebenfalls 60°C und konstantem Schütteln. Daraufhin konnte die Membran 3min 
in Waschpuffer leicht schwenkend und daraufhin 30min in ca. 40ml Puffer 2 schüttelnd 
inkubiert werden. Weiterhin schlossen sich die Zugabe von Antidigoxigenin Antikörpern 
1:10000 verdünnt in 10ml Puffer 2 und eine handgeschwenkte Inkubationsperiode von 30min 
an. Anschließend wurde noch zweimal 15min mit Waschpuffer gespült und dann die 
Detektion eingeleitet. Dafür erfolgte die Äquilibrierung für 5min mit 10ml Detektions- Puffer 
(CDP-Star, ready-to-use), weiterhin das Beträufeln der Membran mit CDP-Star-Reagenz und 
5min leichtem Schwenken. In Folie eingepackt und bei 37°C 15min lang optimal aktiviert, 
konnte mit der Exposition auf Röntgenfilm (KODAK) begonnen werden. Nach 
entsprechender Belichtungszeit, 1-2 min im Entwicklerbad, Wässerung und  Fixierung bei 2-5 
min im Fixierbad konnten die Filme zur Trocknung aufgehängt werden. Abschließend wurden 
die Filme gescannt, photometrisch vermessen und die Daten entsprechend verarbeitet.   
B.2.17 CDNA-SYNTHESE 
B.2.17.1 Prinzip 
Die Synthese eines zu einem RNA-Einzelstrang komplementären DNA-Moleküls 
wird als cDNA Synthese bezeichnet. Die Synthese wird mithilfe einer reversen Transkriptase 
durchgeführt, wobei heute in der Regel rekombinante reverse Transkriptasen Verwendung 
finden, die im Gegensatz zu den in Retroviren zu findenden Enzymen zwar noch eine RNA-
abhängige DNA-Polymerase-Aktivität, nicht jedoch RNaseH- oder DNA-abhängige DNA-
Polymerase-Aktivität besitzen.  
 
B.2.17.2 Durchführung der cDNA-Synthese 
Für die cDNA-Synthese wurden der  First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Amersham), bzw. der Omniscript Kit (Qiagen) entsprechend der Herstellerangaben 
verwendet. Bei Verwendung des First Strand cDNA Synthesis Kits wurden 5µg mRNA 
verwendet. Bei Einsatz des Omniscript Kits ca. 200ng mRNA. Anschließend an die 
Erststrang-Synthese erfolgte die PCR-Amplifikation unter Verwendung spezifischer Primer. 
Nach der Synthese erfolgte eine Auftrennung der Amplifikate in 0,8%igen Agarosegelen. Um 
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auszuschließen, dass die resultierenden Amplifikate durch DNA-Kontaminationen 
hervorgerufen wurden, wurden nicht revers transkribierte Ansätze mit der Ursprungs-mRNA 
zur Kontrolle in parallel durchgeführten PCR-Reaktionen verwendet.  
 
B.2.18 STATISTIK 
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden mit den in Microsoft Excel 
(Microsoft Corp.) implementierten Funktionen ermittelt. Signifikanzen wurden durch das T-
Test Verfahren unter Verwendung des Programmes Origin 7.0 (OriginLab Corporation, 
Northampton. USA) bestimmt. 
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B MATERIAL UND METHODEN 
B.1  MATERIAL 
B.1.1 LÖSUNGEN, MEDIEN UND PUFFER 
 
Ampicillin 0,1 mg/ml aus einer Stammlösung von 10 mg/ml in 
1 M  Tris (pH 7,9) 
CA-Reagenz Coelenterazin Stock (1 mg Coelenterazin + 2,36 ml 
Ethanol) und CAP im Verhältnis 1:200 
Coelenterazin Assay-Puffer (CAP) 0,5 M NaCl 
77 mM K2HPO4 
23 mM KH2PO4 
1,0 mM EDTA 
0,02 % w/v BSA 
pH 5,5; Lagerung bei –20°C 
Dexamethason –Stammlösung (10-4 M) 2 mg Dexamethason in 200µl Ethanol lösen mit 
Hank´s auf  50 ml verdünnen, sterilfiltrieren und bei 
+ 4 °C lagern 
DNA Digestion-Puffer 1 M Natriumacetat 
50 mM Magnesiumsulfat 
Volumensubstitution mit DEPC Wasser 
DNase Stop-Mix 50 mM EDTA 
1,5 M Natriumacetat 
1 % SDS 
Volumensubstitution mit DEPC Wasser 
FAO-Medium (Medium für FAO-
Zellen) 
NCTC Medium135/Häm’s F12 (1:1) 
Fötales Kälberserum (5 %) 
L-Glutaminlösung (2 mM) 
Penicillin/Streptomycinlösung (0,5 %) 
Hanks-Lösungen Zur Herstellung eines Liters kamen zum Einsatz: 
( ) =Endkonzentrationen 
8 g NaCl (136,9 mM) 
0,4 g KCl (5,36 mM) 
0,1 g MgSO4 x 7 H2O  
0,1 g MgCl x 6 H2O  
0,06 g Na2HPO4 x 2 H2O (0,34 mM) 
0,06 g KH2PO4 (0,44 mM) 
0,01 g CaCl2 (0,13 mM) 
0,37 g EDTA  
0,48 g Hepes (2 mM) 
Der pH-Wert wurde nach dem Verdünnen 
eingestellt und anschließend die Lösungen 
autoklaviert. 
Hanks -/-     ohne Calcium, Magnesium, EDTA 
Hanks +/+  ohne EDTA 
Hanks + EDTA komplett 
Hepes-Puffer 10 mM Hepes 
0,9 % NaCl 
pH 7,4, steril filtern, Lagerung 4 °C 
Hybridisierungspuffer Formamid 50 % (wenn angegeben) 
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5x SSC 25 % 
Blocking Reagenz 0,2 % 
N-  Lauroylsarkosin 0,1 % 
SDS 0,02  % 
in 100 ml DEPC behandeltes H2O 
Isolationsmedium für Hepatozyten (IM) Zur Herstellung eines Liters kamen zum Einsatz 
( ) = Endkonzentrationen  
0,4 g KCl (5,36 mM) 
0,29 g MgSO4 x 7 H2O (1,17 mM) 
0,14 g Na2HPO4 x 2 H2O (0,79 mM) 
0,02 g KH2PO4 (0,15 mM) 
2,38 g Hepes (10 mM) 
8 g NaCl x 2 H2O (137 mM) 
Die Lösung wurde anschließend mit NaOH auf pH 
7,4-7,5 titriert. Die benötigte Na-Konzentration 
betrug 145 mM, die titrationsbedingte Na-Ionen 
Zufuhr wurde bereits berücksichtigt. IM konnte 
autoklaviert werden, wobei vor der Präparation 
noch   
a) 2,5 ml CaCl2 200 mM und  
b) 5,0 ml Glukose 10 % steril zugefügt wurden.  
LB-Agar-Platten 15 g/l Agar zu LB-Medium geben, autoklavieren  
und abkühlen. Bei einer Temperatur von 45 °C 
Antibiotika zugeben und unter sterilen Bedingungen  
gießen. 
LB-Medium 10 g NaCl 
5 g Hefeextrakt     
10 g Caseinpepton     
ad 1 l  H20, pH 7,0 – 7,5 
L-Glutamin Stammlösung  200 mM L-Glutamin in H2O; sterilfiltrieren und bei 
–20 °C lagern  
Ligationspuffer (10x) 660 mM Tris/HCl 
50 mM MgCl2 
10 mM Dithioerythrit 
10 mM ATP; pH 7,5 
DNA-Probenpuffer (5x) 
“blue juice” 
20 % FICOLL 400  
100 mM EDTA  
1,0 % Sodiumdodecylsulfat (SDS)  
0,25 % Bromphenolblau   
0,25 % Xylencyanol  
Luciferase-Reagenz 20,00 mM  Tricine  
1,07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2  
2,67 mM MgSO4 
0,10 mM EDTA 
33,30 mM DTT 
270,00 µM CoA 
470,00 µM Luciferin 
530,00 µM ATP 
pH 7,8; Lagerung bei –80°C 
Lyse-Puffer 77 mM K2HPO4 
23 mM KH2PO4 
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0,2 % Triton X-100 
pH 7,8, autoklavieren, 
vor Gebrauch 1 mM DTT (Endkonz.) zufügen 
MOPS-Puffer (10x) 0,2 M MOPS 
50 mM Na Acetat 
1 mM EDTA 
pH 7,0 mit NaOH einstellen 
PBS 8 g NaCl 
0,2 g KCl 
1,44 g Na2HPO4 
0,24 g KH2PO4 
in 1 Liter aqua dest 
pH 7,4; autoklavieren 
Penicillin-Streptomycin Stammlösung 300 mg Penicillin (1690 U/mg),  
500 mg Streptomycin (766 U/mg),               
in 50 ml Hank´s ohne EDTA (pH 7,4); 
sterilfiltrieren und bei –20 °C lagern 
Perfusionsmedium (PM) Zur Herstellung eines Liters kamen zum Einsatz:     
( ) =Endkonzentrationen 
0,4 g KCl (5,36 mM) 
0,19 g MgSO4 x 7 H2O (0,77 mM) 
0,19 g MgCl2 x 6 H2O (0,93 mM) 
0,06 g Na2HPO4 x 2 H2O (0,34 mM) 
0,06 g KH2PO4 (0,44 mM) 
2,38 g Hepes (10 mM) 
8 g NaCl (145 mM) 
2 g Glukose (0,2 %) 
0,03 g Penicillin / 0,05 g Streptomycin 
2 g BSA Albumin Fraktion (0,2 %) 
pH 7,4/7,5 mit NaOH. Die benötigte Na-Konzen-
tration betrug 145 mM, die titrationsbedingte Na-
Ionen Zufuhr wurde bereits berücksichtigt. 
Sterilfiltrieren, nicht autoklavieren. 
Präperfusionsmedium (PPM) Zur Herstellung eines Liters kamen zum Einsatz:     
( ) =Endkonzentrationen 
0,4 g KCl (5,36 mM) 
0,19 g MgSO4 x 7 H2O (0,77 mM) 
0,19 g MgCl x 6 H2O (0,93 mM) 
0,06 g Na2HPO4 x 2 H2O (0,34 mM) 
0,06 g KH2PO4 (0,44 mM) 
0,08 g EdTA (0,2 mM) 
2,38 g Hepes (10 mM) 
8 g NaCl x 2 H2O (145 mM) 
Die Lösung wurde mit NaOH auf einen pH-Wert 
von 7,4/7,5 titriert und anschließend autoklaviert. . 
Die benötigte Na-Konzentration betrug 145 mM, 
die titrationsbedingte Na-Ionen Zufuhr wurde 
bereits berücksichtigt.  
Puffer 1 0,5 M Maleinsäure 
0,75 M NaCl 
pH 7,5 mit NaOH einstellen 
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Puffer 2 1 % Blocking Reagenz in Puffer 1 
RH-Medium (Rattenhepatozyten-
Medium)  
Williams E 
5 % Fötales Kälberserum  
2 mM  L-Glutaminlösung   
0,5 % Penicillin/Streptomycinlösung   
RNA-Marker PROMEGA Marker (0,28-6,58 kb) 
2 µl Marker +3 µl RNA Probenpuffer +1 µl 
Ethidiumbromid 
RNA-Probenpuffer 500 µl Formamid 
100 µl 10x MOPS 
178 µl Formaldehyd 
222 µl H2O - Diethylpyrocarbonat behandelt 
60 µl Farbstoff (Bromphenolblau, Xylencyanol 1%) 
SSC 0,2x; SDS 0,1 % 1 ml 20x SSC 
1 ml 10 % SDS 
auf 100 ml DEPC behandeltes Wasser 
SSC 20 x 3 M NaCl 
0,3 M Natriumcitrat 
SSC 2x; SDS 0,1 % 10 ml  20 x SSC 
1 ml 10 % SDS 
auf 100 ml DEPC behandeltes Wasser 
TAE-Puffer (50x) 2,0 M Tris 
0,1 M EDTA 
TE-Puffer 10 mM Tris HCl, pH 8,0 
1 mM EDTA 
Tetrazyclin 12,5 µl/ml aus einer Stammlösung von  
5 mg/ml in Ethanol   
Trypanblaulösung  0,5 % Trypanblau in 0,9 % NaCl-Lösung 
Trypsin Inhibitor-Stammlösung 0,2 % Trypsin Inhibitor (50 U/mg) in Hanks -/-, 
sterilfiltrieren, bei –20 °C lagern 
Trypsin-Stammlösung 0,2 % Trypsin (5,1 U/mg) in Hanks -/-, 
sterilfiltrieren, bei –20 °C lagern 
TSS-Medium LB-Medium mit 
10 % PEG6000  
50 mM MgCl2 
5 % DMSO 
pH 6,5 
Waschpuffer 150 ml Puffer 1 (1x) 
450 µl TWEEN 20  (Endkonzentration 0,3 %)  
 
 
 
 
 
 
 
 
B.1.2 CHEMIKALIEN 
 
Accutase PAA, Linz, Österreich 
Aceton JT Baker, Holland 
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Adenosin-5´ triphosphat BOEHRINGER, Mannheim 
Agarose AGS, Heidelberg/ GIBCO BRL 
Eggenstein 
Aktivkohle SIGMA, München 
Ampicillin SIGMA, München 
Bromphenolblau SERVA, Heidelberg  
BSA (mol. Biol. Grade) PROMEGA (SERVA), Heidelberg 
Caseinpepton (Select Peptone 140) LIFE Technologies (GIBCO BRL), 
Eggenstein 
Dexamethason SIGMA, München 
Digoxigenin-11-2'-desoxy-uridin-5'-triphosphat, 
Alkali-stabil 
BOEHRINGER, Mannheim 
Ditihiothreitol (DTT) BOEHRINGER, Mannheim 
DNA Längenmarker ROCHE, Mannheim 
dNTP PHARMACIA, Freiburg 
EDTA ROTH, Karlsruhe 
Essigsäure ROTH, Karlsruhe 
Ethanol (unvergällt) ROTH, Karlsruhe 
Ethidiumbromid ROCHE/BOEHRINGER, Mannheim 
FKS (fötales Kälberserum) PAA, Linz, Österreich 
Glutamin MERCK, Darmstadt 
HAM’s F12 BIO WHITTAKER, Verviers, Belgien 
Hefeextrakt LIFE/ GIBCO BRL, Eggenstein 
Hepes ( N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-
ethane-sulfonic-acid]) 
SIGMA, München 
Luciferin ROCHE/BOEHRINGER, Mannheim 
Methanol ROTH, Karlsruhe 
Natriumhydroxid ROTH, Karlsruhe 
Natriumchlorid ROTH, Karlsruhe 
NCTC-Medium 109 BIO WHITTAKER, Verviers, Belgien 
Oligonukleotide MWG BIOTECH, Ebersbach 
Penicillin G SIGMA, München 
2-Propanol ROTH, Karlsruhe 
Streptomycin SIGMA, München 
Tetracyclin BOEHRINGER, Mannheim 
Tris ROTH, Karlsruhe 
Trypanblau SIGMA, München 
Trypsin BOEHRINGER, Mannheim 
Trypsin-Inhibitor BOEHRINGER, Mannheim 
Williams Medium E BIO WHITTAKER, Verviers, Belgien 
Xylencyanol SIGMA, München 
Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma  ROTH, Karlsruhe und  
MERCK, Darmstadt bezogen 
 
B.1.3 ENZYME 
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Alkalische Phosphatase BOEHRINGER, Mannheim 
Klenow-Polymerase BOEHRINGER, Mannheim 
Polynukleotidkinase BOEHRINGER, Mannheim 
Restriktionsendonukleasen BOEHRINGER, Mannheim 
T4-DNA-Ligase BOEHRINGER, Mannheim 
T4-DNA-Ligase-Puffer BOEHRINGER, Mannheim 
Omniscript Reverse Transciptase    QIAGEN, Düsseldorf 
 
B.1.4 PRIMER 
 
 
B.1.5 GERÄTE 
 
Gelelektrophoresekammer „i-Mupid“  EUROGENTEC, Belgien 
Gelelektrophoresekammer „Subcell GT“  BIORAD, USA 
Gelelektrophoresekammer „Mini Subcell GT“ BIORAD, USA 
Gelelektrophoresekammer „Wide Mini Subcell GT“ BIORAD, USA 
CO2-Brutschrank  HERAEUS, Hanau 
DNA-Photometer „Gene Quant II“ PHARMACIA, Freiburg 
Elektrophorese Netzgerät „Blue Power 500“ SERVA, Heidelberg 
Elisa Reader „Versamax“  MOLECULAR DEVICES, Sunnyvale 
CA 
Exzenterschüttler “KS 250 basic” IKA-WORKS, Wilmington USA 
Feinwaage „BL 1500 S“  SARTORIUS, Göttingen 
Feinwaage „Sartorius Basic“ SARTORIUS, Göttingen 
Geltrockner „Model 583 Gel Dryer“ BIORAD, USA 
Inkubator MEMMERT, Schwabach 
Lyophilisator mit Kühlfalle “Maxi Dry Lyo” HETO, Dänemark 
Magnetthermorührer „RCT Basic“ IKA-WORKS, Wilmington USA 
Mikroskop “Leica DMIL” LEICA, Wetzlar 
Multipipette „Multipette plus“ EPPENDORF, Eppendorf 
Zählkammer Neubauer – improved MARIENFELD, Lauda-Königshofen 
pH-Meter „pH-Meter 761“  KNICK, Berlin 
Pipetten 2,5-10µl „Reference“  EPPENDORF, Eppendorf 
Pipetten 20-1000µl  GILSON, Frankreich 
Schüttler „MS2 Minishaker“  IKA-WORKS, Wilmington USA 
Sterilbank „Herasafe“  HERAEUS, Hanau 
Thermocycler „Mastercycler Gradient“  EPPENDORF, Eppendorf 
Thermocycler „Primus 96 plus“  MWG BIOTECH, Ebersberg 
lucTAA 5'-CTT AAG TTT TAC AAT TTG GAC TTT CCG-3' 
lucATG 5'-ATG GAA GAC GCC AAA AAC AT-3' 
Ecdysone forward 5'-CTC CGA ATA CTT TCA ACA AGT TAC-3' 
BGH reverse 5'-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3' 
GS 9-34 5’-AGA ATG GGA GTA GGG CGG AGT GTT T-3’ 
GS 280 5’-TCA CAG TCC AGA GTA CGG GTC TTG C-3’ 
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Thermomixer „Thermomixer comfort“  EPPENDORF, Eppendorf 
Thermomixer „Thermomixer compact“  EPPENDORF, Eppendorf 
Thermoschüttelinkubator “Innova 4400”  NEW BRUNSWICK, USA 
Tischzentrifuge „Centrifuge 5417C“  EPPENDORF, Eppendorf 
Tischkühlzentrifuge „Mikro 22R“  HETTICH, Tuttlingen 
Tischzentrifuge “Microliter”  HETTICH, Tuttlingen 
Ultrazentrifuge „Avanti J-25“  BECKMANN, USA 
Ultraschall Homogenisator BANDELIN, USA 
UV-Crosslinker “GS-Genelinker”  BIORAD, USA 
UV-Gelbetrachter „Foto-Prep 1“  FOTODYNE, USA 
Vacuumpumpe „N022“  KNF-NEUBERGER, Freiburg 
Wasserbad  JULABO, Seelbach 
Wasserbad mit Pumpe „Multitemp II“  PHARMACIA, Freiburg 
Mikroluminometer MikroLumatPlus LB96 V BERTHOLD/ WALLAC, Freiburg 
 
B.1.6 KITS 
 
CDP-Star, ready-to-use ROCHE, Mannheim 
First Strand c-DNA Synthesis-Kit AMERSHAM,  
Oligotex mRNA Mini-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
QIAprep Spin Maxiprep-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
QIAprep Spin Miniprep-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
QIAquick Gel Extraction-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
RNeasy Mini-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
Taq PCR Core-Kit QIAGEN, Düsseldorf 
 
B.1.7 VERBRAUCHSMATERIAL 
 
Einmalpipetten  RENNER, Dannstadt 
Einfrierröhrchen (2ml) SARSTEDT, Nümbrecht 
Falcon Polypropylenröhrchen ( 15ml, 50 ml) BECTON DICKINSON, Heidelberg 
Gewebekulturflaschen TPP, Schweiz 
Membranfilter (0,2µm) MILLIPORE, Eschborn/ RENNER, Dannstadt 
Pasteurpipetten ROTH, Karlsruhe 
Mikroreaktionsgefäße (1,5ml) ROTH, Karlsruhe 
Mikroreaktionsgefäße  „safe lock“ (1,5ml) EPPENDORF, Hamburg 
Mikroplatte „96 well”, weiß CORNING INC, Corning, USA 
Makroplatte TC „six well“ TPP, Schweiz/ GREINER, Nürnberg 
Makroplatte TC „one well” TPP, Schweiz/ GREINER, Nürnberg 
PCR-Reaktionsgefäße  ROTH, Karlsruhe 
Petrischalen (90mm) GREINER, Nürnberg 
PS-Mikroplatte 96K GREINER, Nürnberg 
Reagenzgläser „Rotilab“ (15ml) ROTH, Karlsruhe 
Zentrifugenröhrchen (15ml/50ml) TPP, Schweiz  
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B.1.8 Versuchstiere 
Zur Gewinnung von Rattenhepatozyten wurden Ratten der Linie Sprague-Dawley 
(Rattus norvegicus) mit einem durchschnittlichen Körpergewicht von 200g bis 250g genutzt 
und vom Tierexperimentellen Zentrum der Universität Leipzig (MEZ) bezogen. Die Tiere 
wurden in einem 12 Stunden Tag- und Nachtrhythmus gehalten, erhielten Standarddiät ssniff 
R/M-H (ssniff Spezialitäten GmbH, Soest) und Wasser ad libitum. 
B.1. 9 Bakterienstämme 
Alle Transformationen wurden standardmäßig mit dem Bakterienstamm E.coli 
XL1 Blue bzw. E.coli XL1 Gold durchgeführt (Stratagene, USA). 
 
B.2 METHODEN 
B.2.1 ZELLKULTIVIERUNG 
Alle Zellkulturen wurden in TC one-well-Platten (Petrikulturschalen) oder TC six-
well-Platten (6-fach kompartimentierte Makroplatten) bei 37°C in Wasserdampf-gesättigter 
Atmosphäre und 5% CO2 inkubiert. Alle Kulturschalen wurden zuvor mindestens 12 Stunden 
mit Kollagen-Lösung (extrahiert aus Rattenschwänzen) beschichtet und am Tag der 
Präparation jeweils einmal mit HANK’s+EDTA und anschließend zweimal mit HANK’s+/+ 
gewaschen. 
 
B.2.2 HEPATOZYTENPRÄPARATION 
Die Hepatozytenpräparationen erfolgten mit der Kollagenase-Perfusionstechnik 
nach der Methode von Seglen (1976) und mit Modifikationen nach Burger et al. (1989)  
sowie Lindros und Penttilä (1985). Alle Spüllösungen wurden vor der Verwendung auf 37°C 
erwärmt und 20min mit Sauerstoff begast. Zur späteren Auflösung der interzellulären 
Verbindungen wurden 80mg Kollagenase in 10ml Hanks -/- gelöst und bis zur Verwendung 
bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. Die Tiere wurden gewichtsabhängig mit 100-150µl 
Pentobarbital  (30g/l) narkotisiert und nach Rasieren und Desinfizieren der Bauchdecke 
laparotomiert. Danach wurde unter Verlagerung des Omentum majus und des 
Gastrointestinaltraktes die Vena porta aufgesucht und zur Vorbereitung von Ligaturen mit 
zwei dünnen Fäden doppelt angeschlungen. Zudem erfolgte eine Ligationsvorbereitung an der 
V. cava inferior knapp proximal des Zuflusses der Vv. renales. Nach Punktion der Portalvene 
mit einer Flexüle erfolgte eine vorsichtige Infusion von Infusionsmedium (IM) bei 
Digitoninpräparation oder Präperfusionsmedium (PPM) bei Gesamthepatozyten-Präparation, 
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wobei die V. cava inferior kaudal der Ligatur unterhalb der Nierenvenenmündung inzidiert 
und so ein Medienfluss transhepatisch erreicht wurde (Abbildung 5). 
Abb. 5: Schema über den Versuchsaufbau einer Rattenpräparation. 
1) Transportaler Zugang und 2) Infusion von IM im Falle einer Digitonin-Präparation (A) oder PPM im 
Falle einer Gesamthepatozyten-Präparation (B).  
 
Nach erfolgreicher Fixation der Kanüle wurde das Tier thorakotomiert und das rechte Atrium 
und die V. cava inferior herznah dargestellt und am rechten Atrium inzidiert, ein 
Flexülenadapter eingelegt und anschließend die Ligatur der unteren Hohlvene proximal der 
Nierenvenenmündung geschlossen, um einen Medienfluss in physiologisch-antegrader 
Orientierung von der V. porta, dem Leberparenchym über die Zentralvenen und schließlich 
die V. cava inferior in Richtung des rechten Atriums zu erreichen (Abbildung 6). 
 
 
Abb. 6: Experimentieranordnung nach Ligatur des prähepatischen Teiles der V. cava inferior. 
Durch die Ausleitung der Medien über einen rechtsatrialen Zugang wurde ein vollständig 
physiologisch-antegrader Medienstrom erreicht.    
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Sollte eine Gewinnung von Gesamthepatozyten erreicht werden, erfolgte die Präparation des 
Abdomens, Thorax und Zwerchfells leberschonend mit dem Ziel der Leberentnahme in toto. 
Das entnommene Organ wurde am in der Portalvene doppelt ligierten Kanülenadapter in der 
Präparationsapparatur aufgehangen und in einem halbgeschlossenen Kreislauf mit 
Perfusionsmedium (PM, 70ml), zugesetzter Kollagenase und 2min nach Zugabe der 
Kollagenase mit eingebrachten CaCl2 (1,6ml, 200 mM) etwa 8 bis 10min perfundiert 
(Abbildung 7).  
Im Falle einer Digitoninpräparation wurde die Leber in situ belassen und in Abhängigkeit 
davon, ob eine periportale oder eine mit perizentralen Hepatozyten angereicherte 
Zellsuspension gewonnen werden sollte, physiologisch retrograd 2-3min (periportal) oder 
antegrad 1-2min (perizentral) mit einer Digitoninlösung (6mg/l Digitonin in IM-Medium) 
perfundiert. Die Digitoninlösung wurde vor der Applikation im Wasserbad auf 37°C erwärmt. 
Nach Abschluss der Digitoninbehandlung erfolgte das Spülen des Organs in jeweils 
entgegengesetzter Digitoninflussrichtung mit 800ml PPM-Medium. Darauf folgend wurde das 
Organ über seine beiden Zugänge in einem geschlossenen Kreislauf mit PM-Medium (90ml), 
Kollagenase sowie CaCl2 (2,2ml, 200mM) versetzt und 10 bis 15min inkubiert (Abbildung 8). 
Abb.7: Schema zur Gesamthepatozyten-Präparation. In toto präpariert und aufgehangen in der 
Präparationsapparatur erfolgte die Perfusion der Leber im halbgeschlossenen System mit 
Perfusionsmedium (PM) und mit CaCl2 aktivierter Kollagenase über eine Pumpe über 8-10min. 
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Abb.8: Darstellung einer Digitonin-Präparation. Perfusion der Leberparenchyms in situ. Digitonin 
wurde entweder antegrad oder retrograd perfundiert und konnte einwirken. Anschließend wurde mit 
Präperfusionsmedium in jeweils entgegengesetzter Richtung zur Digitoninperfusion gespült und 
danach der Verdauungsprozess mit Kollagenase gestartet 
 
Nach Auflösung der interzellulären Verbindungen wurde die Leber vorsichtig von 
Bindegewebsresten gereinigt, in Bechergläser überführt, mehrmals eingeschnitten und die 
Hepatozyten in jeweils kleinen Mengen gekühlten IM-Mediums (4°C) ausgeschüttelt und 
suspendiert. Nach Filterung der Zellsuspension über sterilen Verbandsmull absteigender 
Maschengröße erfolgte die dreimalige Zentrifugation bei 500U/min und Ersetzen des 
abgenommenen Überstandes mit IM-Medium. Danach wurden die gewonnenen 
Zellsuspensionen bei 4°C zwischengelagert. 
 
B.2.3 ZELLZAHLBESTIMMUNG  
Zum Bestimmen der Zelldichte und Vitalität wurden 200µl der jeweiligen 
Zellsuspension mit 100µl Trypanblau versetzt, vorsichtig homogenisiert und in einer 
Neubauer-Zählkammer (Höhe 0,1mm) ausgezählt. Zur Vitalitätsbestimmung wurde der 
Quotient aus von Trypanblau nicht angefärbten (vitalen) und angefärbten (toten) Zellen 
ermittelt und mit 100% multipliziert.  
 
B.2.4 KULTIVIERUNG VON PRIMÄRHEPATOZYTEN 
Zur Kultivierung von Primärhepatozyten wurden TC six well- oder TC one well- 
Platten benutzt, die 12 Stunden lang mit Rattenschwanz-Kollagen beschichtet waren. Die 
primären Hepatozyten wurden in einer Zelldichte von 0,5 Millionen (six well-Platte) bzw. 2,5 
Millionen Zellen pro well (bei one well-Platten) abgesetzt. Das entsprechende Medium 
(1ml/well bei six well-, 5ml/well bei one well-Platten) wurde 2 Stunden nach dem Aussäen der 
Zellen getauscht, um tote und nicht abgesetzte Zellen zu entfernen. Danach erfolgten weitere 
Medienwechsel nach Transfektionsvorschrift (siehe unten).  
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B.2.5 HERSTELLUNG KOMPETENTER ZELLEN 
Zur Präparation kompetenter E. coli–Zellen vom Stamm XL-1-Blue wurden diese 
auf eine LB-Agar-Platte (mit Tetrazyklin 12,5µg/ml) ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 
inkubiert. Nach 12 Stunden wurde eine Kolonie unter sterilen Kautelen abgenommen und in 
2ml LB-Medium mit 12,5µg/ml Tetrazyklin transferiert. Anschließend wurde die Kultur über 
Nacht bei 37°C und 175U/min im Schüttelinkubator geschüttelt. Danach wurden 1ml der 
Vorkultur in einen vorgewärmten Kolben mit 100ml Tetrazyklin-LB-Medium abgeimpft. Die 
Kultur wurde bei 37°C bis zur frühen exponentiellen Phase inkubiert (optische Dichte bei 
578nm ~ 0,6). Die Bakterien wurden bei 1000g in der gekühlten Zentrifuge (4°C) für 10min 
pelletiert, in 50ml eisgekühlter 50mM TSS-Lösung (4°C) aufgenommen (Pipettenspitzen 
gekühlt), erneut zentrifugiert und schließlich in 2ml 50mM TSS-Lösung (4°C) resuspendiert. 
Zum Einfrieren wurden 200µl Aliquots in 1,5ml Reaktionsgefäße abgefüllt und anschließend 
in flüssigem Stickstoff gefroren. Die Lagerung erfolgte bei –80°C.    
 
B.2.6 TRANSFORMATION VON BAKTERIEN 
Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und das zu transformierende 
Plasmid in sehr geringer Menge (maximal 10ng, je nach Kompetenz) auf ein 200µl Aliquot 
der kompetenten Zellen gebracht. Anschließend ließ man den Ansatz 10min auf Eis stehen, 
inkubierte exakt 2min bei 37°C und stellte ihn anschließend wieder für mindestens 2min auf 
Eis. Die transformierten Zellen wurden mit Hilfe eines sterilen Drigalsky-Spatels auf einer 
Ampicillin-LB-Agar-Platte ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert. 
 
B.2.7 PLASMIDISOLIERUNG AUS BAKTERIENKULTUREN  
Je eine Kolonie transformierter Bakterien wurde von der LB-Agarplatte 
abgenommen und in eine Vorkultur (2ml LB-Medium mit 0,1mg/ml Ampicillin) überführt, 
die 8 Stunden bei 37°C und 175U/min im Inkubationsschüttler geschüttelt wurde. Die 
Vorkultur wurde anschließend entweder geerntet oder zu Herstellung von größeren Mengen 
DNA in 100ml LB-Medium mit 0,1mg/ml Ampicillin überführt und erneut über Nacht unter 
den gleichen Bedingungen inkubiert. Die Ernte der Bakterien erfolgte durch Zentrifugation 
(13.000g/ 5min (2ml Kultur) bzw. 6000g/ 15min (100ml Kultur) mit anschließender 
Isolierung der Plasmid-DNA nach dem Qiagen Spin MiniPrep- (Vorkultur) oder Qiagen Spin 
MaxiPrep-Protokoll. Prinzip beider Methoden ist die Bindung von Plasmid-DNA an eine 
Anionenaustauschermatrix. Nach Suspension der Bakterienpellets in Puffer 1 erfolgte 
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zunächst die Lyse der Zellen durch Puffer 2. Durch Behandlung mit Neutralisationspuffer P3 
wurden genomische DNA, Proteine und Zelldetritus präzipitiert und schließlich durch 
Zentrifugation entfernt. Nach zweimaliger Zentrifugation wurde der Überstand auf die mit 
Puffer QBT äquilibrierte Säule mit Anionenaustauschermatrix gegeben. Durch 
hydrostatischen Druck (Maxiprep) oder Zentrifugation (Miniprep) wurde die Säule 
durchlaufen, wobei die durch Phosphatgruppen negativ geladene Plasmid-DNA an anionische 
DEAE-Gruppen der Silikatkristalle bindet. Nach Waschen der Säule mit dem entsprechenden 
Puffer wurde die DNA von der Matrix eluiert und schließlich präzipitiert. Zum Erhalt 
besonders reiner DNA für Transfektionen wurde mit 400mM LiCl und 2,5-fachem Volumen 
Ethylalkohol umgefällt. Die Ausfällung erfolgt bei –80°C über 15min oder bei –20°C über 
Nacht. Nach Zentrifugation (15min, 4°C) wurde der Überstand verworfen, die Pellets mit 
70% Ethanol gewaschen und nach kurzem Antrocknen in Wasser oder TE-Puffer gelöst. 
Schließlich wurde die Konzentration der Plasmid-DNA bestimmt, und es erfolgte ein 
Restriktionsverdau zur Kontrolle der isolierten Plasmide. 
 
B.2.8 ELEKTROPHORESE 
Die analytische und präparative Auftrennung von DNA erfolgte durch 
Gelelektrophorese in Agarosegelen. Es fanden Gele mit Agarosekonzentrationen zwischen 
0,8-1,5% in  1xTAE-Puffer Verwendung. Zur Markierung der DNA enthielten sowohl die 
Gele als auch die TAE-Laufpuffer Ethidiumbromid (0,4µg/ml). Jeder DNA-Probe wurde 
25Vol% 5x Probenpuffer zugegeben, um die im Agarosegel zurückgelegte Strecke zu 
visualisieren. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden alle Proben für 10min auf 65°C erhitzt 
und anschließend auf Eis abgekühlt, um die Hybridisierung von DNA-Fragmenten zu 
minimieren und um möglicherweise nach dem Verdau noch vorhandene Restriktionsenzyme 
zu inhibieren. Zur Größenbestimmung der DNA dienten DNA-Längenmarker. Als 
Elektrodenspannung wurden 80 bis 120V gewählt.  
B.2.9 ISOLIERUNG DER DNA AUS AGAROSEGELEN 
Nach erfolgter Gelelektrophorese konnten die DNA-Moleküle gewünschter Länge 
aus dem Gel ausgeschnitten werden. Dies erfolgte unter UV-Licht, um den Anteil nicht DNA-
enthaltenden Agarosegels gering zu halten. Mit Hilfe des Qiagen Gel Extraction Kit wurde 
die Agarose bei 50°C aufgeschmolzen. Durch die Hochsalzbedingungen des Schmelzpuffers 
erfolgt eine Bindung der DNA an eine Säule, die anschließend mit alkoholischem 
Hochsalzpuffer gewaschen wurde. Abschließend wurde mit Wasser oder TE-Puffer eluiert 
und eine Konzentrationsbestimmung durchgeführt.  
B   MATERIAL UND METHODEN 
42 
 
B.2.10 DNA/RNA-KONZENTRATIONSBESTIMMUNG  
Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch Spektralphotometrie über 
die optische Dichte bei 260nm. Dabei galt als Umrechnungsfaktor: OD260nm=1 entspricht 
50µg/ml. Als Maß der Reinheit der DNA wurde der Quotient aus OD260nm und OD280nm 
bestimmt, der bei 1,8 liegen soll. In Abhängigkeit der zur Verfügung stehenden DNA wurden 
Verdünnungen zwischen 1/10 bis 1/100 zur Messung verwendet. Geeicht wurde gegen H2O 
bzw. TE-Puffer. 
Wurden RNA-Konzentrationen bestimmt, galt als Umrechnungsfaktor: OD260nm=1 entspricht 
40µg/ml bei neutralem pH-Wert. Der Quotient aus OD260nm und OD280nm als Maß der Reinheit 
sollte bei reiner RNA und pH-Wert 7,5 bei 1,8 bis 2,3 liegen. 
 
B.2.11 RNA-AUFREINIGUNG 
B.2.11.1 Prinzip 
RNA-Aufreinigungen erfolgten alle nach dem QIAGEN-RNeasy-Mini-Kit-
Protokoll über ein Säulensystem unter Einhaltung RNase-freier Bedingungen. Dabei handelt 
es sich um eine etablierte Methode der RNA-Aufreinigung. Nach Lyse und Homogenisierung 
der Zellen mit Hilfe eines hocheffektiven Denaturierungspuffers  zur Inaktivierung von 
RNasen (Guanidin-Thiocyanat) wurde die RNA-Aufreinigung über eine Säulen-
Membranmethode erreicht. Sie nutzt die selektiven Bindungseigenschaften von RNA mit 
silica-basierten Membranen, wobei mit Hilfe eines Hochsalz-Puffersystems bis zu 100µg 
RNA mit einer Länge von über 200 Basen isoliert werden können. Andere Zellbestandteile 
werden über mehrere Waschschritte ausgewaschen und die RNA anschließend mit RNase-
freiem Wasser eluiert. Es wird dabei hauptsächlich mRNA angereichtert, da die meisten 
RNA-Moleküle mit einer Länge kürzer als 200 Basen ribosomale RNA, tRNA und andere 
RNA sind. Eine DNase Behandlung ist ebenfalls nicht notwendig, da die silica-Membran-
Technologie effizient DNA ohne enzymatische Behandlung entfernt.  
B.2.11.2  Durchführung 
Durch die Verwendung von TC one well- oder six well-Platten konnte die Lyse 
und Homogenisierung direkt in den Kulturschalen durchgeführt werden. Dabei wurde das 
Kulturmedium abgesaugt und Lyse-Puffer RLT zugegeben, der zuvor mit β-Mercapto-
Ethanol (10µl β-ME/1ml RLT-Puffer)  versetzt wurde (350µl Puffer pro well bei six well-
Platten oder 600µl Puffer bei one well-Platten). Durch 6 bis 10-malige Aspiration in eine 
RNase-freie Kanüle und Spritze wurde anschließend homogenisiert. Das homogenisierte 
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Lysat wurde mit einem Volumenanteil Ethanol (70%) versetzt, auf die RNeasy-Säulen verteilt 
und bei 8000g 15s zentrifugiert. Danach erfolgte das Waschen der Säulen mit Puffer RW1, 
15s Zentrifugation mit 8000g, zweimaligem Waschen mit ethanolversetztem Puffer RPE und 
Zentrifugation für 15s bzw. 2 min bei 8000g. Zur vollständigen Entfernung des Ethanols 
wurde häufig noch ein weiterer Zentrifugationsschritt hinzugefügt. Abschließend konnte die 
membrangebundene RNA mit 50-100µl RNase-freiem Wasser und Zentrifugation bei 8000g 
eluiert werden. Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung konnte die RNA durch eine 
weitere poly-A+-RNA-Isolation aufbereitet, für ein cDNA-Synthese oder in einer Northern 
Blot-Hybridisierung verwendet werden. 
 
B.2.12 POLY A+-MRNA ISOLIERUNG 
B.2.12.1 Prinzip 
Nur etwa 1-5% der RNA-Gesamtmenge einer Säugerzelle entspricht mRNA. 
Durch die Verwendung des QIAGEN RNeasy-Säulenprotokolls enthält die aufgereinigte RNA 
nur RNA-Moleküle mit einer Länge von über 200 Basen und damit ohnehin fast nur mRNA. 
Um dieses RNA-Gemisch weiter aufzureinigen, wurde die QIAGEN Oligotex-Technik zur 
Isolation von poly-A+-mRNA verwendet. Diese Methode macht sich zu Nutze, dass am 3’-
Ende aller eukaryotischen und einiger viralen mRNA-Moleküle im Rahmen des 
posttranskriptionalen processing 50-250 Adenosin-Nukleotide angehangen werden. Dagegen 
sind weder tRNA-, rRNA- noch siRNA-Moleküle polyadenyliert. Dieses poly-A-Ende kann 
an dT-Oligomere, die an eine solide Matrix gebunden sind, unter Hochsalzbedingungen 
hybridisieren. Dabei stellen im Falle der QIAGEN Oligotex-Technik Polystyren-Latex 
Partikel mit einem Durchmesser von 1,1µm die Matrix dar, an deren Oberfläche dC10T30-
Oligonukleotide kovalent gebunden sind. Durch Hochsalzbedingungen binden die poly-A-
Enden an die dT30-Oligonukleotide, die durch Zentrifugation abgesetzt werden können. Nicht 
hybridisierte übrige RNA kann mit dem Überstand entfernt werden. Durch Senkung der 
Salzkonzentration wird die dT:A Bindung soweit geschwächt, dass die mRNA abschließend 
von der Matrixstruktur eluiert werden kann.   
 
B.2.12.2 Durchführung 
Nach Bestimmung der Ausgangskonzentration der total-RNA wurde die Probe 
sowohl mit RNase-freiem Wasser, Puffer OBB und schließlich der Oligotex-Suspension auf 
die im Protokoll angegebene Menge aufgefüllt. Zur Aufhebung der Sekundärstruktur der 
RNA und Hybridisierung der Oligo-dT30-Moleküle der Oligotex-Suspension mit dem poly A-
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Ende der mRNA erfolgte die Inkubation dieser Lösung bei 70°C für 3 Minuten und 
anschließend bei 30°C für 10 Minuten. Danach wurde das mRNA-dT30-Hybridgemisch bei 
14000g für 2 Minuten zentrifugiert und der Überstand entfernt. Das entstandene Pellet konnte 
in Puffer OW2 resuspendiert, die Lösung auf Säulen pipettiert und 1 Minute bei maximaler 
Geschwindigkeit zentrifugiert werden. Danach wurde erneut Puffer OW2 zugegeben und 1 
Minute zentrifugert. Anschließend konnte durch Auftragen von auf 70°C vorgewärmten 
Puffers OEB, mehrmaliger Aspiration und Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit für 
1 Minute die poly-A+-mRNA eluiert werden. Abschließend erfolgten 
Konzentrationsbestimmung und Weiterverwendung oder Lagerung bei –80°C.  
 
B.2.13 TRANSFEKTION UND REPORTERGENASSAYS 
B.2.13.1 Prinzip der Transfektion 
Alle Transfektionen wurden unter Verwendung von Effektene (Qiagen, 
Düsseldorf), einem kationischen Lipid, als lipidvermittelte Transfektion durchgeführt. 
Grundprinzip dabei ist die Wechselwirkung durch Phosphatsäurereste negativ geladener 
DNA-Moleküle mit dem kationischen Lipid und letztlich die Aufnahme dieser Komplexe in 
die Zielzelle. Dabei sind die Struktur und der Fusionsmechanismus der entstehenden 
Komplexe umstritten. Man diskutiert einerseits eine Endozytose in die Zielzellen über die 
Bildung von Liposomen (Zabner et al. 1995, Hui et al. 1996) oder andererseits die Fusion der 
DNA-Lipid-Komplexe mit der Zellmembran (Felgner et al. 1987). Um die Bildung der 
Komplexe zu erleichtern, wurde bei Transfektionen in der vorliegenden Arbeit die zu 
transfizierende DNA mit einer als Enhancer bezeichneten Substanz (Qiagen, Düsseldorf) 
vorinkubiert.  
 
B.2.13.2 Durchführung der Transfektion 
Die kultivierten Zellen erhielten 4 Stunden vor der Transfektion frisches Medium, 
und zwar 1,5ml RH-Medium pro well bei six well- oder 7,5ml RH-Medium pro well bei one 
well-Platten. Vor der Transfektion erfolgte die Inkubation der DNA zuerst für 10min mit der 
Enhancerlösung (je 1µg DNA mit 2µl Enhancer-Stammlösung (2,5µg/µl) in 100µl Hepes-
Puffer). Anschließend wurde die Effektene-Lösung zugemischt (je µg DNA Zugabe von 7,5µl 
Effektene (1µg/µl) in 100µl Hepes-Puffer) und erneut für 10min inkubiert. Schließlich wurden 
die DNA/Lipid-Komplexe zu den Zellen gegeben (195µl pro well bei six well- und 975µl bei 
one well-Platten). Erfolgte eine Kotransfektion mit einem Referenzplasmid, wurde die DNA-
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Menge in 90% Reportergenplasmid und 10% Referenzplasmid aufgeteilt. Nach 4 Stunden 
erfolgte ein Medienwechsel auf 1ml bzw. 5ml RH-Medium. 
  
B.2.13.3  Ernte transfizierter Zellen 
Die Ernte der Zellen erfolgte zu definierten Zeitpunkten nach Transfektion. 
Zunächst wurden die Zellen zweimal mit HANK’S +/+ gewaschen, Medienreste abgesaugt 
und die Platten sofort auf Eis gelagert. Nach Zugabe von je 100µl bzw. 500µl Lyse-Puffer pro 
well und Abschaben der lysierten Zellen konnten die Extrakte in Eppendorf Becher umgefüllt 
werden. Eventuell noch intakte Zellen wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
vollständig lysiert. Durch zweiminütiges Zentrifugieren bei 11000 U/min wurden die 
Zelltrümmer sedimentiert und die Überstände entweder sofort enzymatisch untersucht 
(Luciferase Assay, siehe unten) oder bei –20 °C gelagert. 
 
B.2.13.4 Bestimmung der Firefly Luciferase-Aktivität 
Zur Messung der Aktivität der von Reportergenen kodierten Photinus pyralis 
Luciferase (Luciferin-4-Monooxygenase, E.C.1.13.12.7) wurde nachstehender Assay 
verwendet. Er ermöglichte eine schnelle, nichtradioaktive und sensitive Möglichkeit, die 
Aktivität der transfizierten Reportergene zu bestimmen. 
Das Translationsprodukt des Luciferase-Gens katalysiert folgende Reaktion: 
 
CoA + ATP + D-Luciferin + O2  Oxyluciferin + PPi + AMP + CO2 +0,9 hν 
 
Bei 25°C Raumtemperatur wird Luciferin mit Hilfe der Luciferin-4-Monooxygenase unter 
Anwesenheit von ATP, Sauerstoff und Mg2+ -Ionen zu Oxyluciferin oxidativ decarboxiliert. 
Das intermediär entstehende Luciferin-Adenylat wird sehr langsam umgesetzt, so dass nur ein 
kurzer Lichtblitz („flash“) entsteht, sobald man Substrat und Enzym vermischt. In Gegenwart 
von Coenzym A (CoA) erfolgt die Reaktion über ein Luciferin-CoA-Intermediat, das dem 
Reaktionsablauf nach dem einer „flash“-Kinetik vorbeugt. Bei verwendeten Assay wurden 
10µl Zellextrakt im Miroluminometer (BERTHOLD) mit 50µl Luciferase Reagenz vermischt. 
Es erfolgten Doppelbestimmungen jeder Aktivität, wobei jeweils 1,6 Sekunden nach der 
Substratzugabe die relativen Lichteinheiten als 10s-Integral gemessen wurden.  
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B.2.13.5 Bestimmung der Renilla Luciferase-Aktivität 
Um Messwertabweichungen aufgrund schwankender Transfektionseffizienz 
zwischen einzelnen Experimenten zu berücksichtigen, wurden gleichzeitig mit den 
Reportergenen Referenzplasmide kotransfiziert, die eine Renilla reniformis Luciferase 
kodierten (E.C. 1.13.12.5). Das entsprechende Substrat dieser Luciferase ist Coelenterazin. 
Die bei dieser Reaktion entstehende Lichtemission kann ebenfalls über ein Luminometer 
quantitativ bestimmt werden. In unserem Falle wurden 10µl Zellextrakt mit 50µl 
Coelenterazin Assay Reagenz im Mikroluminometer vermischt und jeweils 1,6 Sekunden 
nach der Substratzugabe die relativen Lichteinheiten über ein 10s-Integral gemessen. Das 
Coelenterazin wurde als 200-fach Coelenterazin Stock bei –20°C gelagert und erst kurz vor 
der Messung dem Coelenterazin Assay Puffer zugegeben (CAP). 
 
B.2.13.6 Berechnungen der relativen Expression bei Verwendung von Referenzplasmiden 
 
Da jede Transfektion in 6 Parallelansätzen je Reportergen durchgeführt wurde und 
die Überstände jeden Ansatzes doppelt bestimmt wurden, ergaben sich 12 Datenpaare von 
Firefly und Renilla Luciferase-Messwerten. Es wurde der Mittelwert der 
Doppelbestimmungen errechnet und danach erfolgte die Korrektur um die Hintergrundwerte 
(Transfektionen ohne DNA). Anschließend wurden die Firefly Luciferase-Aktivitäten der 
Reportergene mit den jeweiligen Renilla Luciferase-Aktivitäten der Referenzplasmide durch 
Quotientenbildung verrechtet. Schließlich erfolgte die Bildung der Mittelwerte aller relativen 
Expressionen aus den sechs Parallelansätzen und die Berechnung der zugehörigen 
Standardabweichungen.  
 
 
B.2.14 ENZYMATISCHE BEHANDLUNG VON DNA/RNA 
B.2.14.1 Restriktionsverdau 
Die Restriktionsenzyme in der vorliegenden Arbeit (Roche, Mannheim, 
Deutschland) wurden mit den mitgelieferten Puffern verwendet. Der Gesamtansatz aus DNA, 
Restriktionsenzym, Puffer und H2O wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Für analytische 
Zwecke fanden Ansätze mit DNA-Mengen von 0,2-1,0µg Verwendung, für präparative 
Zwecke wurden bis zu 5µg DNA geschnitten. Sollten zwei Restriktionen durchgeführt 
werden, so konnten diese in einem Ansatz geschehen, so lange die Pufferbedingungen 
identisch waren. Wenn ein Doppelverdau nicht gleichzeitig möglich war, wurde die 
geschnittene DNA nach dem ersten Verdau mittels einer Gelelektrophorese und 
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anschließenden Extraktion aufgereinigt und der zweite Verdau angesetzt. Zum Stoppen der 
Restriktionsreaktion wurden nach jedem Verdau 25Vol% Probenpuffer zugesetzt und das 
Enzym 10min bei 65°C inaktiviert. Anschließend wurde über eine Agargelelektrophorese der 
Erfolg der Restriktion kontrolliert. 
 
B.2.14.2 Linearisierung von Plasmidvektoren 
Um eine Ligation von DNA-Fragmenten in ein Plasmid zu ermöglichen, musste 
das zirkuläre Plasmid zuerst linearisiert werden. Hierzu wurde dieses mit Hilfe eines 
Restriktionsverdaus geschnitten. Um eine Re-Ligation und damit Re-Zirkularisierung der 
Plasmid-DNA in der nachfolgenden Ligationsreaktion zu verhindern, wurde die geschnittene 
DNA mit 1U alkalischer Phosphatase im selben Reaktionsansatz für 30min bei 37°C 
dephosphoryliert und anschließend über Agarosegelelektrophorese gereinigt.  
 
B.2.14.3 Ligation 
Für eine Ligation in einem 25µl Ansatz wurden 50ng Vektor-DNA und der 2-3 
molare Überschuss an Insert-DNA verwendet. Man pipettierte 1U DNA-T4-Ligase, 
Ligationspuffer, Vektor- und Insert-DNA zusammen. Danach erfolgte die Inkubation (12 
Stunden, 16°C) im Wasserbad. Zur Kontrolle wurde bei allen Ligationen zusätzlich eine 
Ligation ohne Insert durchgeführt. 
 
B.2.14.4 DNaseI Verdau 
Zum Entfernen unerwünschter DNA wurden RNA-Lösungen einem DNaseI-
Verdau unterzogen. Dabei wurden der 100µl RNA-Lösung 15µl DNA Digestion Puffer, 1,5µl 
DTT, 0,75µl RNase-Inhibitor (40u/µl) und 9µl DNase I (10u/µ) zugefügt und die 
Gesamtmenge auf 150µl aufgefüllt, 15min bei 37°C inkubiert und auf Eis gelagert. Die 
vollständige Beendigung des Verdaues erfolgte durch 37,5µl DNaseI Stopp Mix. Die folgende 
RNA-Aufreinigung erfolgt nach dem QIAGEN-RNeasy-Mini-Kit Protokoll über ein 
Säulensystem unter Einhaltung RNase-freier Bedingungen.  
 
B.2.15 PCR -REAKTIONEN 
B.2.15.1 Prinzip 
Das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) 
wurde angewendet, um spezifische DNA-Bereiche amplifizieren zu können. Die Grundidee 
ist die Vervielfältigung von Nukleinsäure-Fragmenten ohne die Verwendung von zellulären 
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Systemen. Das Prinzip der Methode beruht auf der DNA-Synthese zwischen zwei 
Oligonukleotid-Primern, die nach Denaturierung eines DNA-Doppelstranges komplementär 
an die gegenläufigen DNA-Einzelstränge oberhalb der interessierenden Sequenz binden 
können (annealing). Danach erfolgt die jeweilige Komplementierung der DNA-Einzelstränge 
zum Doppelstrang durch eine DNA-Polymerase, so dass jetzt insgesamt zwei DNA-
Doppelstränge vorliegen (extension). Der Reaktionszyklus kann nun mit der erneuten 
Denaturierung von vorn beginnen. Wiederholt man diesen Zyklus (im Regelfall 20-40 
Zyklen), kann eine exponentielle Zunahme der zu amplifizierenden DNA-Moleküle 
beobachtet werden. In Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen entsprechende Primer zum 
Einsatz, die komplementär zu den bekannten DNA-Sequenzen jeweils oberhalb des 5’- bzw. 
unterhalb des 3’-Endes des zu amplifizierten Bereiches hybridisieren konnten. Die 
Verwendung einer speziell thermoresistenten DNA-Polymerase (thermus aquaticus, taq) 
gewährleistete die DNA-Synthese auch nach den jeweiligen Denaturierungsschritten. Um die 
optimale Durchführung einer Polymerase-Kettenreaktion zu erreichen, ist es wichtig, die 
Länge der zu synthetisierenden Fragmente und die optimale Hybridisierungstemperatur der 
Oligonukleotide zu kennen. Von diesen Parametern hängen Reaktionstemperaturen und -
zeiten ab, die so justiert werden müssen, dass Falschamplifikationen vermieden werden. 
 
 
 
B.2.15.2 Vorgehensweise 
 Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die Polymerase-Kettenreaktion nach dem 
folgenden Ansatz und Programm mit Hilfe des Qiagen PCR Core Kit. Dabei wurden die 
Amplifikationen in Gesamtansätzen von 20µl durchgeführt. Konzentrationsabhängig fanden 
0,25-1µl DNA, 2µl upstream-, 2µl downstream-Primer (5 pmol/µl) und 15-15,75µl 
Mastermix Verwendung. Der Mastermix wurde für die Anzahl der Ansätze +1 
zusammengestellt. Er enthielt pro Ansatz 2µl 10x PCR-Puffer, 4µl Q-Solution, 0,4µl dNTPs 
(Desoxytrinukleotide) und 0,1µl Taq-Polymerase (1U) und wurde mit Wasser auf das 
benötigte Volumen aufgefüllt. Die Proben wurden auf Eis zusammenpipettiert und in einen 
Thermocycler gegeben. Alle PCR-Reaktionen wurden mit einem Ansatz als Negativkontrolle 
durchgeführt, um Kontaminationen auszuschließen. Der Deckel des Thermocyclers wurde auf 
110°C erhitzt, um einen Temperaturgradienten und Verdunstung zu vermeiden. Die PCR 
erfolgte, falls nicht anders angegeben, nach folgendem Standardprogramm:   
94°C  Denaturierung  1,5 min, 
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54-57°C Annealing  1-2,5 min, 
72°C  Extension  1,5-2,5min  
Speziell die Synthesezeiten sowie die Anzahl der Reaktionszyklen (30-40) mussten der 
jeweiligen Länge der zu amplifizierenden Konstrukte angepasst werden. Dem letzten Zyklus 
folgte ein Extensionsschritt (72°C, 7 min). Anschließend wurden die Ansätze mit 25 Vol% 
Probenpuffer versetzt, über eine Elektrophorese aufgetrennt, die DNA-Fragmente 
entsprechender Länge ausgeschnitten und unter Verwendung des Qiagen Gel Extraction Kit 
gereinigt. Schließlich erfolgte die photometrische Konzentrationsbestimmung der jeweiligen 
Amplifikate.  
 
B.2.16 NORTHERN BLOT 
B.2.16.1 Prinzip 
 Das Northern Blot-Verfahren zum Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen 
entspricht der von Southern entwickelten Methode auf DNA-Niveau. Um eine spezifische 
RNA-Sequenz in einem RNA-Gemisch durch Northern Blot nachzuweisen, erfolgt zunächst 
eine Gelelektrophorese isolierter RNA, um diese nach unterschiedlichen Längen 
aufzutrennen. Anschließend erfolgt die Übertragung der aufgetrennten RNAs durch Kapillar- 
oder Elektrotransfer auf Nitrozellulose- oder Nylonmembranen, auf denen die Nukleinsäuren 
durch UV-Crosslinking oder ‚Backen’ bei 80°C gebunden werden. Die Membranen werden 
anschließend mit einer Hybridisierungslösung inkubiert, die eine zu der gesuchten mRNA-
Sequenz komplementäre, markierte Sequenz als Sonde enthält. Diese Sonde kann unter 
entsprechend gewählten Salz- und Temperaturbedingungen mit der Zielsequenz durch 
Wasserstoffbrückenbildung hybridisieren. Um die Sonden detektieren zu können, werden 
häufig radioaktiv markierte Sonden verwendet (z.B. mit Isotop 32P markiert). In der hier 
vorliegenden Arbeit wurden hingegen Sonden hergestellt, die mithilfe Digoxigenin-markierter 
Nukleotide synthetisiert worden waren. Diese Sonden lassen sich durch Anti-Digoxigenin-
Antikörper nachweisen. Die Antikörper sind mit alkalischer Phosphatase (AP) gekoppelt, die 
ihrerseits ein Substrat (CDP-Star) umsetzt, was zur Emission von Lichtquanten führt, die 
durch Exposition auf Röntgenfilmen nachgewiesen werden können. 
 
B.2.16.2 Herstellung der Blotting-Sonde 
Die Herstellung der im Northern Blot verwendeten Sonde (komplementär zur 
Photinus firefly Luciferase-Sequenz) erfolgte durch eine PCR unter Zusatz von 10% MgCl2 
und der Verwendung von 10% speziell angesetzter Desoxytrinukleotidlösung (dTN). Dafür 
wurden je 2µl dATP-, dGTP- und dCTP-Lösung sowie 1,3µl dTTP Lösung (je 100mM) 
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vermischt und auf 10µl aufgefüllt. Für eine Markierung wurde schließlich ein Nukleotid-
Digitonin Mix (5µl) eingesetzt, der aus 1,5µl dieser Primerlösung und 3,5µl zugefügtem 
Digoxygenin-markierten dUTP (1mM)  bestand. 
Unter Verwendung von lucTAA und lucATG als Primerpaar (siehe verwendete Primer) erhielt 
man unter Einsatz von 100µg pSV luc 1730 DNA als ‚Template’ eine vom Start- und 
Stopkodon flankierte Digoxygenin-markierte Photinus firefly Luciferasesonde. Nach 
Auftragen  auf ein 0,8% Agarosegel und folgendem Ausschneiden und Reinigen (Qiagen Gel-
Extraktions-Kit) wurde die Konzentration der Sonde über eine Eichkurve bestimmt.  
B.2.16.3 Durchführung des Northern Blots 
Zuerst wurde ein RNAse freies Formaldehyd-Gel gegossen. Dazu wurden 0,6g 
Agarose in 50ml 1x MOPS-Puffer unter Aufkochen gelöst. Kurz vor dem Abkühlen unter die 
Polymerisationsgrenze (60°C) erfolgte die Zugabe von 10ml Formaldehyd (35%), das Gießen 
des Gels und die vollständige Abkühlung. 
Die RNA-Proben (10µg Gesamt-RNA oder 500ng poly-A+-RNA) wurden in der 
Vakuumzentrifuge auf ca. 8µl eingedampft, mit 10µl RNA-Probenpuffer versehen, 
denaturiert (65°C, 5min) und sofort auf Eis gestellt. Zusätzlich wurden 2µl RNA-Marker mit 
3µl Probenpuffer versetzt und denaturiert (10min, 65°C) und ebenfalls auf Eis gestellt. 
Danach erfolgte die Zugabe von 1µl Ethidiumbromid (4µg/ml). Die Beschickung und die 
Durchführung der Elektrophorese erfolgte bei 4°C in der Kühlkammer, beginnend mit etwa 
10min bei 100V, danach mit abgesenkter  Elektrodenspannung von 40V in einfachem MOPS 
-Puffer. 
Zum Herstellen des blots erfolgte die Entnahme des Geles aus der Gelkammer und die 
Abtrennung der Markerspur, die daraufhin gescannt und vermessen wurde. Das Gel wurde 
sodann auf einer Blottingapparatur auf saugfähigem Papier (3M Watmann) befestigt, welches 
mit 20xSSC-Lösung durchtränkt war und dessen Schnittenden in eine Lösung mit ebenfalls 
20xSSC-Lösung hineinragten. Auf das Gel wurde eine Nylonmembran (0,45µm Boehringer) 
blasenfrei transferiert, mit drei Lagen Watmann-Papier und reichlich Saugpapier abgedeckt 
und beschwert, um so einen guten Kapillartransfer zu ermöglichen.  
Nach mindestens 12 Stunden erfolgte die Entfernung der Saugpapiere und des 
Watmannpapiers, die Geltaschen wurden markiert und die Blottingmembran entfernt und 
unter Papierarmierung 2 Stunden bei 80°C in einem Geltrockner ‚gebacken’. Zur 
Prähybridisierung erfolgte eine Äquilibrierung der Membran mit 10ml Hybridisierungslösung 
ohne Formamid für 8 bis 48 Stunden bei 68°C, ehe die formamidfreie Lösung gegen die 
Hybridisierungslösung zur eigentlichen Hybridisierung ausgetauscht wurde, wobei in jeweils 
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1ml der Lösung 10ng einer Digoxigenin-markierten Sonde gegeben wurden und der Ansatz 
mindestens 12 Stunden bei bis zu 68°C inkubierte.  
Nach dem Überführen der Membran in eine Schale konnte das Waschprotokoll ausgeführt 
werden, wonach zuerst 2 mal für 15min mit 2x SSC-Lösung und 0,1% SDS bei 60°C und 
konstantem Schütteln gewaschen wurde, weiterhin zweimalig mit 0,2% SSC-Lösung und 
0,1% SDS bei ebenfalls 60°C und konstantem Schütteln. Daraufhin konnte die Membran 3min 
in Waschpuffer leicht schwenkend und daraufhin 30min in ca. 40ml Puffer 2 schüttelnd 
inkubiert werden. Weiterhin schlossen sich die Zugabe von Antidigoxigenin Antikörpern 
1:10000 verdünnt in 10ml Puffer 2 und eine handgeschwenkte Inkubationsperiode von 30min 
an. Anschließend wurde noch zweimal 15min mit Waschpuffer gespült und dann die 
Detektion eingeleitet. Dafür erfolgte die Äquilibrierung für 5min mit 10ml Detektions- Puffer 
(CDP-Star, ready-to-use), weiterhin das Beträufeln der Membran mit CDP-Star-Reagenz und 
5min leichtem Schwenken. In Folie eingepackt und bei 37°C 15min lang optimal aktiviert, 
konnte mit der Exposition auf Röntgenfilm (KODAK) begonnen werden. Nach 
entsprechender Belichtungszeit, 1-2 min im Entwicklerbad, Wässerung und  Fixierung bei 2-5 
min im Fixierbad konnten die Filme zur Trocknung aufgehängt werden. Abschließend wurden 
die Filme gescannt, photometrisch vermessen und die Daten entsprechend verarbeitet.   
B.2.17 CDNA-SYNTHESE 
B.2.17.1 Prinzip 
Die Synthese eines zu einem RNA-Einzelstrang komplementären DNA-Moleküls 
wird als cDNA Synthese bezeichnet. Die Synthese wird mithilfe einer reversen Transkriptase 
durchgeführt, wobei heute in der Regel rekombinante reverse Transkriptasen Verwendung 
finden, die im Gegensatz zu den in Retroviren zu findenden Enzymen zwar noch eine RNA-
abhängige DNA-Polymerase-Aktivität, nicht jedoch RNaseH- oder DNA-abhängige DNA-
Polymerase-Aktivität besitzen.  
 
B.2.17.2 Durchführung der cDNA-Synthese 
Für die cDNA-Synthese wurden der  First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Amersham), bzw. der Omniscript Kit (Qiagen) entsprechend der Herstellerangaben 
verwendet. Bei Verwendung des First Strand cDNA Synthesis Kits wurden 5µg mRNA 
verwendet. Bei Einsatz des Omniscript Kits ca. 200ng mRNA. Anschließend an die 
Erststrang-Synthese erfolgte die PCR-Amplifikation unter Verwendung spezifischer Primer. 
Nach der Synthese erfolgte eine Auftrennung der Amplifikate in 0,8%igen Agarosegelen. Um 
B   MATERIAL UND METHODEN 
52 
auszuschließen, dass die resultierenden Amplifikate durch DNA-Kontaminationen 
hervorgerufen wurden, wurden nicht revers transkribierte Ansätze mit der Ursprungs-mRNA 
zur Kontrolle in parallel durchgeführten PCR-Reaktionen verwendet.  
 
B.2.18 STATISTIK 
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden mit den in Microsoft Excel 
(Microsoft Corp.) implementierten Funktionen ermittelt. Signifikanzen wurden durch das T-
Test Verfahren unter Verwendung des Programmes Origin 7.0 (OriginLab Corporation, 
Northampton. USA) bestimmt. 
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C  ERGEBNISSE 
C.1 DIE GS-3’-UTR UND IHR EINFLUSS AUF DIE REGULATION DER 
EXPRESSION DER GLUTAMINSYNTHETASE 
C.1.1 VERGLEICH DER 3‘-UTR DES GS-GENS UND DER GS-MRNA VERSCHIEDENER 
ORGANISMEN 
 
Ein Vergleich der 3'-Bereiche des Glutaminsynthetase-Gens verschiedener 
Organismen zeigt eine Reihe von auffälligen Sequenzübereinstimmungen. So ergibt ein 
Vergleich der 3‘-Bereiche des Gens der Ratte mit denen der Maus und des Menschen eine 
Ähnlichkeit von 80%, bzw. 67% (Abbildung 9). 
RATTE         (   1)   GCGGACTCGACTTCCAGTGATCTTGAGCCCTTCCTAGTTC---ACCCCAC 
MAUS          (   1)   GtGaACTaGACTTCCAGTGAT-------------------------CCtC 
Mensch        (   1)   GtGGACTaGACcTCCA--GcTgTTGAGCCCcTCCTAGTTCttcAtCCCtg 
                     + + +++ +++ ++++  + +                         ++ 
 
RATTE         (  48)   TC-CCAACTGTTCCC--TCTCCCACTGGTCCCCACTGTAACTCAAAAGGA 
MAUS          (  26)   TC-CgAgCTcTTCCC--TtTCCgAgTtGTCCCgACTGgAACTgAcccGGA 
Mensch        (  49)   aCtCCAACTcTTCCCccTCTCCCAgTtGTCCCgAtTGTAACTC-AAAGGg 
                     + + + ++ +++++  + +++ + + +++++ + ++ ++++     ++ 
 
RATTE         (  95)   TGGAATATCAAGGTCTTTTT----ATTCCTTGCGCCCAGTTAATTTT--T 
MAUS          (  73)   TGGAATA-CAAGGTCTTTTT----ATTCCTcGtGCCCAGTT-ccTcT--T 
Mensch        (  98)   TGGAATATCAAGGTCgTTTTtttcATTCCaTGtGCCCAGTTAATcTTgcT 
                       +++++++ +++++++ ++++    +++++  + ++++++++     +  + 
 
RATTE         ( 139)   GCCTTTA--TTGGTCAGAATAGAGGGGTCAGGTTCTTAATCTCTACACAC 
MAUS          ( 115)   GCtTTTg--TTGGT-AGAATAGA-GGGTCAGGTTCTTAATCTCTACACA- 
Mensch        ( 148)   ttCTTTtgtTTGGctgGgATAGAGGGGTCAaGTTaTTAATtTCTtCACAC 
               +++   ++++   + +++++ ++++++ +++ +++++ +++ ++++ 
 
RATTE         ( 187)   CCAACCCCTTCTTT---CCTAGCT----AGCTTTCCAGTGGGGAAC--GG 
MAUS          ( 160)   CCAACCCtTTCTTT---CCTAtCT----AGCTTTCtAGTaGGaggC--GG 
Mensch        ( 198)   CtAcCCtCcTtTTTttcCCTAtCactgaAGCTTTttAGTGcattAgtgGG 
                       + + ++   + +++   ++++ +     ++++++  +++         ++ 
 
RATTE         ( 228)   GAGGGGGTGGGGAAGGGTAACCC-ACCGCTTC-ATCTCAGCGGGAATGCA 
MAUS          ( 201)   GA------GGGGAAGGGTAACCCcACtGCTTC-ATCTCAtCGGGtATGCA 
Mensch        ( 248)   GAGGaGGgtGGGgAGacatAaCC-ACtGCTTCcATtTaAtgGGGtgcaCc 
                      ++       +++ ++    + ++ ++ +++++ ++ + +  +++    + 
 
RATTE         ( 276)   TGTCCTGTAGGCATAGCTGTCACAAATCGG---GTGTACTTGTGGTGAGG 
MAUS          ( 244)   TGTCCgGTAGGCATAGCTGTCACAAAgCGG---GTGTACTTaTGGTGAaa 
Mensch        ( 297)   TGTCCaaTAGGCgTAcgTaTC------CGGacaGaGcACgTtTGcaGAGG 
              +++++  +++++ ++  + ++      +++   + + ++ + ++  ++ 
 
RATTE         ( 323)   GAGGACTGGTTTTTTTTTTTCCTTCAGGATAATTGAAAGGGCAGGCC--- 
MAUS          ( 291)   GAGGAC----aTTTTTTTTTtCTTCAGGATAgTTGAAAGGGCAGGCCatc 
Mensch        ( 341)   G---------------gTcTCtcTCcaGgTAgcTGAAAGGGaAGaCC--- 
                    +                + +   ++  + ++  ++++++++ ++ ++ 
      RATTE         ( 370)   CAACA------GCTTA---GATTAACATTTTCTCTGTCAGTAGAGAGCTG 
MAUS          ( 337)   CAtCA------GgTgAcgcGgTgAgtgTgTTCaC--aCAGagGgGgaCgG 
Mensch        ( 373)   tgACgtactctGgTTA---GgTTAggAcTTgCcCTcgtgGTgGA-AaCT- 
                        +       + + +   + + +     + + +     +  +    + 
 
RATTE         ( 411)   TTATTTCTTCC---GGTGAAACCAGCTTT-CTATTGAAG-------T-CT 
MAUS          ( 379)   aTgcccCT-------------CCccCaag-CcAagGAAG-------caCa 
Mensch        ( 418)   ---TTTCTTaaaaaGtTatAACCAaCTTTtCTATTaAAagtgggaaT-ta 
           ++             ++  +    + +   ++ 
 
RATTE         ( 449)   GGTGAGGAGTTGGAGGTTGG-------------TCTCTTGGCTTC-CTTA 
MAUS          ( 408)   GGctAaGAaaccaAccTTca-------------aCTCcTcaCcTaaCTTc 
Mensch        ( 464)   GGaGAGaAGgTaGgGGTTGGgaatcagagagaaTggCTTtGgTct-CTTg 
                      ++  +  +        ++                  + +       +++ 
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RATTE         ( 485)   GCTTAGGGAAGGG---GAGTTCACCCT-----CCCTTCATGAAACACAGT 
MAUS          ( 445)   caTTtGGaAcaGa---aAGcTggtttc-----CCCTTtAgaAAtaACAGc 
Mensch        ( 513)   ctTgtGGGActaGcctGgcTTgggaCTaaatgCCCTgCtctgAACACAag 
                   +  ++ +           +           ++++      +  +++ 
 
RATTE         ( 527)   -------TCACC--------------TGACAAA---------TGGCCCTA 
MAUS          ( 487)   -------TCtCtaccaacagtggaaaTGtCAAtctcagccgtTGGCCCTA 
Mensch        ( 563)   cttagtaTaAaC--------------TGAtggA---------TatCCCTA 
                              +                  ++              +  +++++ 
 
RATTE         ( 547)   CTGTAAAGGAAGAAAAAAGTT------T-----CTTGG-TCCTCCATTTA 
MAUS          ( 530)   CTGTgAAGGAAGAAAAAAGTTggcattT-----CTTGGcTCCTgCATTcA 
Mensch        ( 590)   CctTgAAaGAAGAAAAggtTc------TtactgCTTGG-TCCTtgATTTA 
                       +  + ++ ++++++++   +       +     +++++ ++++  +++ + 
 
RATTE         ( 585)   TAACTCAAAGCAGAGTAGTATTTTTATATTTAAATGTTAAAAACAAAAAA 
MAUS          ( 575)   TAACaCAAAGCAGAGTAGTATTTTTATATTTAAATGTTAAAAACAAAAAA 
Mensch        ( 633)   TcACaCAAAGCAGAaTAGTATTTTTATATTTAAATG-TAAAgACAAAAAA 
                       + ++ +++++++++ +++++++++++++++++++++ ++++ ++++++++ 
 
RATTE         ( 635)   GTTATATATATGGGTGTGTGGATATATATGTCTTTT--CTAATTGAGAAA 
MAUS          ( 625)   GTTATATATATatGgaTGTGtggATgTATGTC-TTT--CTAATTGAGAgA 
Mensch        ( 682)   -cTATATgTATGGtTtTGTGGAT-TATgTGTgTTTTggCTAAagGAaAAA 
                         +++++ +++     ++++    + + +++  +++  ++++  ++ + + 
 
RATTE         ( 683)   ACCATCCTATTCCCTGGGTGCCAAGTTTGAGTGA---GGAGCTCGGTGTA 
MAUS          ( 672)   ACCATCCTATTCaCTGGGTGCCAAGTTTGA-TGAccaGGgGCTtGGctTA 
Mensch        ( 730)   ACCATCCaggTCaCgGGGcaCCAAaTTTGAGacA---aatagTCGGatTA 
                       +++++++   ++ + +++  ++++ +++++   +        + ++  ++ 
 
RATTE         ( 730)   GAAGTGAGGCAC----TCTTGAGGTAGGGGTGGGGATGCAGTACTGGGAA 
MAUS          ( 721)   GAAGTGAGGCtC----cCTTGAGGTAGGGGTGaGGATGCAGTACcGGGAA 
Mensch        ( 777)   GAAaTaAaGCAtctcaTtTTGAGtagaGaGcaaGGAaGtgGTtCT----t 
                 +++ + + ++        +++++    + +   +++ +  ++ + 
 
RATTE         ( 776)   AGTTGGTTATCTTGGGGGTTCAGCTTCATTACTACTTAGGGTTT----CC 
MAUS          ( 767)   AGTTGGTTATCTTGGGGtcTCAGCTTCATTACTgCTTAGGGTTT----CC 
Mensch        ( 823)   AGaTGGTgATC-TGGGatTaggcCcTCAagACccCTTttGGgTTtctgCC 
                       ++ ++++ +++ ++++       + +++  ++  +++  ++ ++    ++ 
              
   RATTE         ( 822)   CTGCCCACTCTGCAGGAGCAGATGTTGGACAG----GTAGCCAGTGGGAT 
MAUS          ( 813)   CTGCCCACTCTGCAGGAGCAGATGTTGGACAG----GTAGCCAGTGGGAT 
Mensch        ( 872)   CTGCCCACcCT-CtGGAGaAG--GTgGcACtGattaGTtaaCAGaccaAc 
                      ++++++++ ++ + ++++ ++  ++ + ++ +    ++   +++    + 
 
RATTE         ( 868)   GCCACTGCTTGCCGCCAC-TG---TCCCTGGGCTTAGTTTAAGGGGACGT 
MAUS          ( 859)   GCCACTGCTTGCCaCCACcTG---TCCCcaGGCTTAGgTTtAGGGGAtGc 
Mensch        ( 919)   aCCgtTaCTaGCaGtCAC-TGatcTCCgTGGctTTgGTTTAAaaG----- 
                   ++  + ++ ++   +++ ++   +++   +  ++ + ++ +  + 
 
RATTE         ( 914)   GTATAC-CTAATCCACACACGAGTTAGAAGTATGAGTTGGCTGGTCAACT 
MAUS          ( 906)   GTATAC-tTAcTCCACACACGAGTTAGAAGTATGAGTTGGCTGGTCAACT 
Mensch        ( 963)   --AcACaCTtgTCCACAtA-GgtTTAGAgaTAaGAGTTGGCTGGTCAACT 
                     + ++  +  ++++++ + +  +++++  ++ +++++++++++++++++ 
 
RATTE         ( 963)   TGAACATTGTTACAGGCGG-GTGGGTGTTAGTGGG------GGGTTATTT 
MAUS          ( 955)   TGAACAcTGTTACtGatGG-GTGGGTGgatGgGtGattactGGGaTATTT 
Mensch        (1010)   TGAgCA-TGTTACtGaCaGaGgGGGTaTT-----G------GGGTTATTT 
                       +++ ++ ++++++ +   + + ++++        +      +++ +++++ 
 
RATTE         (1006)   TTTGGTGGGACTAGCATGTCACTAAAGCGGGCCTTTTGATATATTAAATT 
MAUS          (1004)   TTTGGTGGGAtTAGCATGTCACTAAAaaGGGCCTTTTGATATATTAAgTT 
Mensch        (1048)   TcTGGTaGGAaTAGCATGTCACTAAAGCaGGCCTTT---gATATTAAATT 
                       + ++++ +++ +++++++++++++++   +++++++    +++++++ ++ 
 
 
RATTE         (1056)   TTTTAAA--GCAAAAC-----AAGTTTAGATTTTAATCAAGTTCGTAGGG 
MAUS          (1054)   TTTTAAAa-GCAAAAC-----AAGTTTAGATTTTAATCAgaTTtGTAGGG 
Mensch        (1095)   TTTTAAAaaGCAAAAttatagAAGTTTAGATTTTAATCAAaTTtGTAGGG 
                       +++++++  ++++++      ++++++++++++++++++  ++ ++++++ 
 
RATTE         (1099)   TTTCTAACTTTACAGAATTGCCTGTTTGTTTCAATGACTCCTTCCACTTG 
MAUS          (1098)   TTTCTAACTTTACAGAATTGCCTGTTTGTTTCAATGtCTCCcTCCACTTG 
Mensch        (1145)   TTTCTAggTaTttAcAgaTGC---TgTtgcTCAAcGtCTCCTaCCtCT-- 
                     ++++++  + +  + +  +++   + +   ++++ + ++++  ++ ++ 
 
 
C ERGEBNISSE 
55 
RATTE         (1149)   GCTCTTAGGGGAACTGAGG-ACAGGCCTGGAGTTAATACACTTGTCATTC 
MAUS          (1148)   GCTCTTAGGGGAAtTaAGGgACAGGCaTaGAG-TAAaACACTTGTC---- 
Mensch        (1190)   GCTCT---GaGAgaTG-GG-ACAGGC--tGAGTcAA-ACAC-TGTaATTt 
                  +++++   + ++  +  ++ ++++++   +++  ++ ++++ +++ 
 
RATTE         (1198)   TGTGTCCTAGTGTCCTCTTCCTCCGGCAGACTGTCCCCTTCCTTCTGAAA 
MAUS          (1193)   ----TCCTAtgagaCTCaTagcCaGaCAGACTGTtaCtTggCTTCTGAAA 
Mensch        (1231)   TGTaTCtTgaTGTCtTtgT------taAGACTG-----------CTGAAg 
                  ++ +       +  +        ++++++           +++++ 
 
RATTE         (1248)   AAGCCGATAGAGTCTTGTTTTATTTTTCTTTTATAATAA---ACACACCC 
MAUS          (1239)   AAGCCaATAG-----TcTTTTtTTTTTCTTTTATAgTAA---ACACACCC 
Mensch        (1264)   AA----------------TTatTTTTTCTTTTATAATAAggaAtAaACCC 
                       ++                ++  +++++++++++++ +++   + + ++++ 
 
RATTE         (1295)   C-ACCTCCATCCCAGCTTGTTGCCTTGCAGTTTTCTGGATGTT-TGTGCT 
MAUS          (1281)   CcACCTCCAgCCCAGCcTGTgcCCcTtacGTTTTCTGGtTGTT-TGTG-T 
Mensch        (1298)   C-ACCTttATtCCttCaTtTcatCTacCA-TTTTCTGGtTcTTgTGTtgg 
                    + ++++  +  ++  + + +   +      ++++++++ + ++ +++ 
              
          RATTE         (1343)   CGGCAGCAGGCCAGCTGTGGTTTTTTTCTCTTGCCACGATGACT-CTAAT 
MAUS          (1329)   CGGCAGCgGGCCAaCTGTGG--TTTcTCTCTTGCCAtGATGACTtCTAAT 
Mensch        (1346)   CtGtgGCAGGCCAGCTGTGG---TTTTCTtTTGCCAtGAcaACTtCTAAT 
                       + +  ++ +++++ ++++++   ++ +++ ++++++ ++  +++ +++++ 
 
RATTE         (1392)   TACCAT-GTATAGTATGTTCA--GTTAGATAACTC---ACTGTAAACAGA 
MAUS          (1377)   TgCCATcGTATAGTATGTTCg--GTTAGATAACTC---ACTGTAAACAGA 
Mensch        (1393)   TgCCAT-GTAcAGTATGTTCAaaGTcAaATAACTCctcAtTGTAAACAaA 
                       + ++++ +++ +++++++++   ++ + +++++++   + ++++++++ + 
 
RATTE         (1436)   CTGT--AACTG---AGAG-CAGAGCTTGTAAATCAACCTAACGTTTATAA 
MAUS          (1422)   CTGT--AACTG---ccAGgCAGcGCTTaTAAATCAACCTAACaTTTATAA 
Mensch        (1442)   CTGTgtAACTGcccAaAG-CAGcaCTTaTAAATCAgCCTAAC-------- 
               ++++  +++++     ++ +++  +++ +++++++ ++++++ 
 
RATTE         (1480)   GATTTCCTCTGACTTGTTTCTTTGTGGTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
MAUS          (1467)   GATTTCCTCTGACTTGTTTCTTTGTGGTTC-------------ccAAAAA 
Mensch        (1483)   -------------------------------------AtAAAAAAAAAAA 
+++++ 
 
Abb. 9: Vergleich der 3'-nichttranslatierten Bereiche der GS Gene von Ratte, Maus und Mensch. 
Die Numerierung der Sequenzen erfolgte mit der ersten Base hinter dem Translationsstop als 1. 
Übereinstimmungen werden mit einem '+'-Zeichen unter den Sequenzen angegeben. 
Sequenzbereiche, die auch in der Sequenz des Hühnchens konserviert sind, wurden in der 
Rattensequenz fett und unterstrichen dargestellt. Der in den del A Reportergenkonstrukten entfernte 
Sequenzbereich wurde grau unterlegt. Die humane Sequenz wurde dem Genbank-Eintrag mit der 
Accession-Nummer X59834 (Van den Hoff et al. 1991) entnommen, die Sequenz der Maus dem 
Eintrag X16314 (Kuo und Darnell 1989). Die Sequenz der Ratte entstammt den Publikationen von Mill 
et al. (1991) und van de Zande et al. (1990). 
 
Wie aus Abbildung 9 zu erkennen ist, gibt es zahlreiche, für nichttranslatierte 3'-Bereiche 
ungewöhnlich hoch konservierte Sequenzen. Selbst in der Evolution weiter entfernt stehende 
Organismen zeigen überraschenderweise verschiedene Übereinstimmungen in ihren 3‘-
Sequenzen. So lassen sich beim Vergleich der nichttranslatierten Bereiche des GS des 
Hühnchens mit den entsprechenden Sequenzen aus den Bereichen von Maus, Ratte und 
Mensch Übereinstimmungen detektieren (Abbildung 10 und fett und unterstrichen in der 
Rattensequenz in der obigen Abbildung 9).  
 
Ratte        ( 584)   ATAACTCAAAGCAGAGTAGTATTTTTATATTTAAATGTTAAAAACAAAAA 
Hühnchen     ( 627)   ATAACaCAgAGtgaAGTAGTATTTTTcTATTTAAATGTaAAAAcgAAcAA 
                      +++++·++·++···++++++++++++·+++++++++++·++++··++·++ 
Ratte        ( 634)   AGTTATATATAT 
Hühnchen     ( 677)   AaaaAatTATAT 
                      +···+··+++++ 
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Ratte        ( 936)   TTAGAAGTATGAGTTGGCTGGTCAACTTGAACA 
Hühnchen     (1000)   TTgGAAcTAgGAGTTGGCTGGTCAACTTcAnCA 
                      ++·+++·++·++++++++++++++++++·+·++ 
Ratte        (1010)   GTGGGACTAGCATGTCACTAAAGCGGGCCTTTTGATATATTAAATTTT 
Hühnchen     (1069)   GTGaGgtTtGCAcGTCACTAAAGCaGGgCTTTTGATgggTgAAATTTT 
                      +++·+··+·+++·+++++++++++·++·++++++++···+·+++++++ 
 
Ratte        (1652)   TTTTTGGGGGTTTTTGGTTTTTTTTGTTTTTTTGTATTTTT 
Hühnchen     ( 731)   TTTTTtGGGGTTTcTaGTTTTTgggGTTTTTTTtTtTTTTT 
                      +++++·+++++++·+·++++++···++++++++·+·+++++ 
 
Ratte        (1493)   TTGTTTCTTTGTGGTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCTCAAAACTAA 
Hühnchen     (1389)   TTtTTTtTTaaTaaTTaAAAAAAAAAgAgAgAtggAAAtgTtAAttCTgA 
                      ++·+++·++··+··++·+++++++++·+·+·+···+++··+·++··++·+ 
 
Ratte        (1543)   CTATATCGTTCCTTCT 
Hühnchen     (1439)   CTtTtTCcTcCtTTCT 
                      ++·+·++·+·+·++++ 
 
Abb. 10: Vergleich der 3'-nichttranslatierten Bereiche des GS Gens der Ratte mit dem GS Gen 
vom Hühnchen. Die Numerierung der Sequenzen erfolgte mit der ersten Base hinter dem 
Translationsstop als 1. Übereinstimmungen werden mit einem '+'-Zeichen unter den Sequenzen 
angegeben. Die Hühnchen Sequenz wurde dem Genbank-Eintrag mit der Accession-Nummer  
M77375 entnommen (Zhang und Young 1991). 
 
Diese starken Homologien  über Artgrenzen hinweg legen die Vermutung nahe, dass wichtige 
regulatorische Elemente im 3‘-Bereich des GS-Gens lokalisiert sein könnten, die 
möglicherweise über Mechanismen, welche die mRNA-Stabilität beeinflussen, einen Beitrag 
zur Expression der GS und möglicherweise auch zum Phänomen ihrer Zonierung leisten.  
Für diese Arbeit von besonderem Interesse ist dabei die Region zwischen 595 und 673 des 3’-
Endes der GS der Ratte. Interessanterweise liegt dort ein stark konservierter Sequenzbereich, 
der einen sehr hohen Anteil an Adenosin- und Uridin-Bausteinen hat. Innerhalb dieser 79 
Nukleotide treten zu 42% Uracil-, 37% Adenin-, 16,5% Guanin- sowie 5,1% Cytosinbasen 
auf. Diese starke Häufung von Adenin- und Uracilbasen lässt sich als Ausdruck einer AU-
reichen Region werten, deren mögliche potente regulierende Wirkung auf die mRNA 
Stabilität unter Kapitel A.3.1.2 dargestellt wird. Auf Chen und Shyu (1994, 1995) verweisend, 
handelte es sich dabei um ein ARE der Gruppe III, welche keine [UUAUUUAUU] Nonamer-
Struktur, sondern nur eine [AUUUA] Pentamer-Struktur (bei 612 bis 616) in AU-reicher 
Umgebung aufweisen. Dieses Segment gelang es in mehreren Klonierungsschritten zu 
entfernen, das deletierte 3’-Ende schließlich wieder mit Reportergenen zu verknüpfen und 
damit eine Möglichkeit zu schaffen, selektiv einen definierten Bestandteil dieser 
hochkonservierten und AU-reichen Region zu entfernen und deren Wirkung auf die 
Expression des entsprechenden Reportergenes zu untersuchen. 
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C.2 SEMIQUANTITATIVE BESTIMMUNG DER GS-MRNA MENGEN IM 
VERGLEICH ZWISCHEN PERIPORTALEN UND PERIZENTRALEN 
HEPATOZYTEN 
 
Frühe primer extension Experimente deuteten darauf hin, dass sowohl in GS-
positiven, als auch in GS-negativen Hepatozyten die Transkription des Gens mit gleicher 
Stärke initiiert wird (Gebhardt und Gaunitz 1996, Gebhardt et al. 1997). Aus diesem Grund 
wurde zunächst die Menge an GS-mRNA in den verwendeten Subpopulationen von 
Hepatozyten mit Hilfe der RT-PCR verglichen. Hierzu wurde mRNA aus frisch isolierten 
Rattenhepatozyten aus dem periportalen und dem perizentralen Bereich isoliert, revers 
transkribiert und anschließend mit Hilfe zweier Oligonukleotide, die zum einen bei Position 9, 
zum anderen bei Position 280 der GS-cDNA hybridisieren, eine PCR durchgeführt. Die 
semiquantitative Analyse der aus Ansätzen mit verschiedenen cDNA-Konzentrationen 
gewonnenen PCR-Fragmente zeigt einen Unterschied in der mRNA-Konzentration zwischen 
den beiden Populationen von Faktor 24.9±1.7 (Abbildung 11). 
 
Abb.11: PCR-Produkte der RT-PCR von mRNA aus Subpopulationen von Hepatozyten. Die 
Isolierung der mRNA erfolgte nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987). Die isolierte 
RNA wurde mit DNAseI behandelt und anschließend mit Hilfe von randomisierten Oligonukleotiden 
revers transkribiert (StrataScript™ RT-PCR System (Stratagene, Heidelberg, Deutschland)). 
Verschiedene Mengen der Erststrang-Synthese wurden anschließend unter Verwendung der 
Oligonukleotide GS9-34 und GS280, die spezifisch für das erste, bzw. zweite Exon des GS-Genes 
sind, durch eine PCR-Reaktion amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in einem 1,5%igen Agarose-
Gel analysiert und mit Hilfe der Cybertech Image Processing Software (Cybertech, Berlin, 
Deutschland) quantifiziert. Die folgenden Äquivalente der Erststrang-Synthese wurden in den 
einzelnen Reaktionen verwendet: 5 µl (Spuren 1 und 5), 0,83 µl (Spuren 2 und 6), 0,14 µl (Spuren 3 
und 7) und 0,023 µl (Spuren 4 und 8). M: DNA Molekular Gewichts-Marker (pBR322·HaeIII, 
Boehringer, Mannheim, Deutschland).  
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Bei der Betrachtung des Unterschiedes im GS-mRNA-Gehalt zwischen den 
beiden Subpopulationen muss berücksichtigt werden, dass die Fraktion perizentraler 
Hepatozyten nur ca. 20% bis 25% GS-positive Zellen enthält und damit die Menge an mRNA 
in den GS-positiven Hepatozyten entsprechend noch höher liegt. Deshalb wirft das gezeigte 
Experiment die Frage auf, weshalb hier die GS-mRNA in der periportalen Fraktion in 25mal 
geringerer Konzentration als perizentral nachzuweisen ist, sich dieser Unterschied bei 
darauffolgenden Transfektionsexperimenten jedoch nicht nachvollziehen ließ.  
 
C.3 ANALYSE DER FUNKTIONALEN BEDEUTUNG DES 
HOCHKONSERVIERTEN SEQUENZABSCHNITTES IN DER 3’-UTR DES 
GS-GENS IN GESAMTHEPATOZYTEN 
C.3.1 FUNKTIONALE ANALYSE REGULATORISCHER EINFLÜSSE DES 3'-BEREICHES DES 
GS-GENS IN TRANSIENTEN TRANSFEKTIONEN 
 
    Die starke Expression der Glutaminsynthetase, die in den GS-positiven 
Hepatozyten im periportalen Bereich hepatischer Gewebe verschiedener Organismen 
gemessen wird, steht unter der Kontrolle zahlreicher regulatorischer und auf DNA-Niveau 
befindlicher Elemente. Diese sind sowohl im 5'-Bereich, als auch im unmittelbaren Promoter-
Bereich und in verschiedenen Introns lokalisiert sind (Gaunitz 2002). Da aber die 
verschiedenen Elemente in transienten Transfektionen mit entsprechenden Reportergenen 
sowohl in GS-negativen (periportalen), als auch in GS-positiven (perizentralen) Zellen 
wirksam sind, vermutete schon Gaunitz (Gaunitz 2002), dass in den GS-negativen 
Hepatozyten ein potenter Mechanismus existiert, der der Wirkung der Verstärker-Elemente 
auf DNA-Ebene entgegengerichtet ist. Zum einen könnten die positiv wirksamen Elemente im 
Genom der GS-negativen Hepatozyten, also schon auf transkriptioneller Ebene, inaktiv sein, 
da sie beispielsweise durch Methylierungen inaktiviert wurden. Alternativ könnte der die GS-
Expression in der Leber inhibierende Mechanismus auch posttranskriptionaler Natur sein und 
damit auf die mRNA-Ebene verweisen. Damit entstand auch die interessante Fragestellung, 
ob die hepatische Verteilung der GS vom Kompartiment-Typ mit Hilfe von differentiellen 
mRNA-Stabilitäten erklärt werden könnte, wobei in GS-positiven Hepatozyten eine 
Stabilisierung bzw. in GS-negativen Hepatozyten eine selektive Destabilisierung postuliert 
werden müsste. Da unterschiedliche mRNA-Stabilitäten in erster Linie durch regulatorische 
Elemente in den 3'-nichttranslatierten Bereichen determiniert werden, wurden das 3’-Ende der 
GS (GS 3’-UTR, untranslated region)  näher untersucht.  
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C.3.1.1 Expression von Reportergenen mit SV40-Promotor und verschiedenen GS-3’-
Bereichen in Gesamthepatozyten 
 
Wie in Kapitel C.1 dargestellt, zeigen die nicht-translatierten 3’-Bereiche des GS-
Gens unterschiedlicher Organismen auffällige Sequenzübereinstimmungen. Da derartige 
Sequenzähnlichkeiten außerhalb kodierender Regionen eher ungewöhnlich sind, wurde die 
Frage gestellt, ob diese Abschnitte eine regulatorische Funktion haben.  
Ein besonders prominenter Bereich findet sich, bezogen auf das Gen der Ratte, 584 bp 
unterhalb des Stopkodons (siehe Abbildung 9 und 10). Dieser ca. 40 bp lange 
Sequenzabschnitt wurde in einer ersten Serie von Experimenten eingehender untersucht. Zu 
diesem Zweck wurde ein Reportergen mit Photinus-Luciferase eingesetzt, das im Anschluss 
an die kodierende Region der Luciferase den ca. 1730 bp langen nichtkodierenden Bereich 
des GS-Gens inklusive der zwei leberspezifischen Polyadenylierungsstellen an Position 122 
und 1534 (gerechnet ab Stopkodon) besitzt. Die Expression dieses Reportergens sollte 
verglichen werden mit der eines korrespondierenden Reportergens, das eine zusätzliche 
Deletion zwischen Position 595 und 673 (bezogen auf die erste Base nach dem Stopkodon des 
GS Gens der Ratte) besitzt. Durch Transfektion der beiden Reportergene in 
Gesamthepatozyten sollte untersucht werden, ob der deletierte Abschnitt einen Einfluss auf 
die Expression des Reportergens hat und damit möglicherweise eine funktionale Bedeutung 
für die Expression des GS-Gens. In den zunächst eingesetzten Reportergenen wurde als 
Promotor des Luciferasegens der Promotor von SV40 verwendet. Da nicht bekannt war, ob 
sich die Deletion auf die Stabilität der produzierten mRNAs auswirkt, wurden die 
transfizierten Hepatozyten zu verschiedenen Zeiten nach der Transfektion geerntet und die 
Luciferase-Aktivität bestimmt. Das Ergebnis des Transfektionsexperimentes ist in Abbildung 
12 gezeigt. Darin sind jeweils die ermittelten relativen Expressionen wiedergegeben, die aus 
dem Vergleich mit dem kotransfizierten Referenzplasmid (pRL-CMV, Renilla Luciferase 
unter der Kontrolle eines CMV-Promotors) resultierten.  
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Abb. 12: Transfektion von Gesamthepatozyten mit pSV luc 1730 und pSV luc 1730 del A. Die Ernte 
erfolgte bei 20, 40, 60 und 70 Stunden nach Transfektion. 
 
Wie der Abbildung 12 zu entnehmen, ist die relative Expression des Reportergens 
mit dem vollständigen GS-3’-Ende zu allen Erntezeitpunkten höher als die des Reportergens 
mit der Deletion. Dieser Unterschied ist besonders prominent 40 Stunden nach der 
Transfektion. Der Verlauf der Expression des Reportergens pSV luc 1730 lässt vermuten, dass 
40 Stunden nach Transfektion das Maximum der Expression erreicht ist.  
In diesem Zusammenhang muss berücksichtigt werden, dass es sich bei den durchgeführten 
Experimenten um transiente Expressionen handelt, bei denen die Expression im allgemeinen 
zunächst ansteigt und schließlich wieder abnimmt. Die genauen Mechanismen, die für das 
zeitliche Expressionsmuster und das anschließende Inaktivieren der Transkription der 
transfizierten Plasmide verantwortlich sind, sind bislang ungeklärt.  
Verschiedene Arbeiten zu dieser Problematik sprechen aber dafür, dass die Transkription der 
transfizierten Plasmide durch noch unbekannte Mechanismen nach Erreichen eines 
Maximums abgeschaltet wird (Gaunitz, pers. Mitteilung). Falls diese Arbeitshypothese 
korrekt ist, würde sich eine unterschiedliche Stabilität der produzierten mRNAs in einer 
unterschiedlichen Kinetik des ‚Abklingens’ der Luciferaseaktivität bemerkbar machen. Bei 
der Betrachtung der Daten aus Abbildung 12 zeigt sich, dass zwischen 40 und 60 Stunden 
nach der Transfektion ein vergleichbarer prozentualer Rückgang der Luciferaseaktivität des 
Reportergens mit der Deletion gegenüber dem ohne Deletion auf jeweils 61% des 
Maximalwertes zu beobachten ist. Lediglich zwischen 60 und 70 Stunden verlangsamt sich 
die Abnahmegeschwindigkeit beim deletierten Konstrukt auf 33% des Maximalwertes, beim 
Reportergen mit dem vollen 3’UTR sinkt die relative Expression bei 70 Stunden auf 27% des 
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40h Stunden-Hochs ab. Dies spräche gegen eine unterschiedliche Stabilität der mRNAs mit 
oder ohne Deletion, auch wenn andererseits zu allen Erntezeitpunkten eine deutliche 
Differenz der relativen Expressionen der beiden Reportergene zu beobachten ist. 
 
C.3.1.2 Expression von Reportergenen mit dem homologen Glutaminsynthetase 
Promotor und verschiedenen GS-3’-Bereichen in Gesamthepatozyten 
 
Es stellt sich die Frage, weshalb das Reportergen mit der vollständigen Sequenz zu 
allen Zeitpunkten nach der Transfektion eine höhere Expression zeigt als das Reportergen mit 
Deletion. Dies könnte ein Hinweis auf eine bessere Translatierbarkeit der mRNA mit 
vollständigem 3’-Ende sein. In diesem Zusammenhang muss berücksichtigt werden, dass bei 
den in Abbildung 12 gezeigten Experimenten Reportergene verwendet wurden, die unter der 
Kontrolle des heterologen SV40 Promotors stehen. Da Arbeiten der letzten Jahre darauf 
hinweisen, dass im Verlauf der Translation eine regulatorische Wechselwirkung von 3’-Enden 
mit dem 5’-UTR der mRNA erfolgen kann, sollte untersucht werden, ob Reportergene, die 
mRNA mit dem spezifischen und homologen 5’-Ende produzieren, ein ähnliches 
Expressionsverhalten wie die zuvor verwendeten Reportergene mit SV40 -Promotor zeigen.  
Aus diesem Grund wurden in weiteren Experimenten Reportergene (H/N luc 1730 und H/N 
luc 1730 del A) eingesetzt, die mRNA mit den ersten 105 Basen der GS-spezifischen mRNA 
kodieren. (Das Reportergen der Photinus-Luciferase und die Deletion entsprachen den pSV 
luc 1730 Konstrukten.) Analog zu den in Abb.12 gezeigten Experimenten wurden die 
Reportergene in Gesamthepatozyten transfiziert, die Zellen zu identischen Zeitpunkten nach 
der Transfektion geerntet und die relative Expression bestimmt. Das Ergebnis des 
Experimentes ist in Abbildung 13 wiedergegeben.  
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Abb.13: Transfektion von Gesamthepatozyten mit H/N luc 1730 und H/N 1730 del A. Die Ernte 
erfolgte bei 20, 40, 60 und 70 Stunden.  
 
Interessanterweise zeigt sich das Maximum der Expression des Konstruktes mit 
dem homologen Promotor und vollständigem 3’-Ende nach 60 Stunden und nicht, wie zuvor 
bei dem SV40-Konstrukt in Abbildung 12 beobachtet, nach 40 Stunden. Es ergibt sich ein 
prozentualer Abfall der relativen Expressionen im Längsschnitt auf 63% der Maximalwerte 
im Falle des vollständigen Konstruktes (H/N luc 1730) und auf 52% beim deletierten H/N 
1730 del A zwischen 60 und 70 Stunden im Vergleich zum nahezu identischen Abfallen auf 
61% der Maximalwerte der Konstrukte mit heterologem SV40-Promotor, es lässt sich aber 
kein signifikanter Unterschied bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 10% zeigen.  
Im Hinblick auf die Expressionsstärken im Querschnitt zu den jeweiligen 
Erntezeitpunkten ergibt sich ein ähnliches Bild wie bei der Verwendung der Reportergene mit 
dem SV40-Promotor. Außer zum Zeitpunkt von 20 Stunden nach der Transfektion ist die 
Expression des Reportergens mit dem vollständigen 3’-Ende deutlich höher als die des 
Reportergens mit der Deletion. Der prozentuelle Unterschied ist in Tabelle 1 gezeigt.  
 
Verhältnis der relativen 
Expressionen 
pSV luc 1730 zu 
pSV luc 1730 del A 
Verhältnis der relativen 
Expressionen 
H/N luc 1730 zu 
H/N luc 1730 del A 
20 Stunden 85,7% 100% 
40 Stunden 54,8% 59,6% 
60 Stunden 54,9% 30,6% 
70 Stunden 66,8% 39,3% 
 
Tab 1: Gegenüberstellung der relativen Expressionen zwischen Konstrukten mit homologen GS-
Promotor und mit SV-40-Promotor zu verschiedenen Erntezeitpunkten 
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Abb.14: Darstellung des Verhaltens der Luciferase-Expression nach Maximalwert bei 40 Stunden 
(heterologer SV 40 Promotor) und 60 Stunden (homologer GS Promotor) 
 
Deutlich wird, dass die relative Expression bei Reportergenen mit definierter Deletion, 
ausgenommen zum ersten Erntezeitpunkt,  gegenüber dem korrespondierenden vollständigen 
Konstrukt deutlich niedriger ist, wobei sich bei heterologem Promotor eine maximale 
Abnahme auf 55% zwischen 40 und 60 Stunden zeigt, bei jenen mit dem homologen GS-
Promotor sogar eine Reduktion auf 31%.  
 
C.3.1.3 Semiquantitative Analyse der Luciferase mRNAs nach Transfektion von 
Reportergenen mit unterschiedlichen 3’-Enden 
 
 Um zu überprüfen, ob der beobachtete Unterschied der Luciferase-Expression 
zwischen dem Reportergen mit vollständigem und deletiertem 3’-Ende translationell 
verursacht sein könnte, wurde in einem weiteren Experiment untersucht, ob ein Unterschied 
in der von beiden Reportergenen produzierten Menge an mRNA detektierbar ist.  
Zu diesem Zweck wurden Transfektionen mit dem Reportergen pSV 1730 und pSV luc 1730 
del A in Gesamthepatozyten durchgeführt. Nach jeweils 24 und 72 Stunden erfolgte die Ernte 
der Zellen und eine folgende Isolierung der mRNA. Im Anschluss an die mRNA-Isolierung 
wurde eine reverse Transkription unter Verwendung des Oligonukleotides lucTAA als Primer 
durchgeführt. An die Erststrang-Synthese schloss sich eine PCR mit dem zweiten Primer luc 
ATG und eine Trennung der PCR-Produkte durch Elektrophorese an. 
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Durch die Wahl dieser Primer, von denen der lucTAA seine Erkennungssequenz über dem 
Stopkodon der Luciferase hat und eine Bfr I Schnittstelle kodiert, wird nicht diskriminiert 
zwischen den verschiedenen mRNA-Längen, die durch die zwei Polyadenylierungsstellen 
theoretisch entstünden, sondern es wird die Gesamtmenge an mRNA erfasst, die zur 
Translation von Luciferase-Protein in der Zelle zur Verfügung steht. Das Gel des 
Experimentes ist in Abbildung 15 gezeigt.  
 
Abb.15: Gelelektrophorese der RT-PCR der extrahierten RNA aus Gesamthepatozyten. Nach 
Erststrangsynthese erfolgte die Amplifizierungs-PCR und schließlich die Gelelektrophorese im 0,8% 
Agarosegel bei 80 V/cm. Die Agarose wurde zur Darstellung der DNA mit Ethidiumbromid versetzt. 
Über die Anwesenheit des Markers III läßt sich die erhaltene Länge mit ca. 1800 bp bestimmen, 
übereinstimmend mit der zu erwartenden Länge des Luciferasekonstruktes.  
 
Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde die Intensität der erhaltenen Banden quantitativ 
durch densitometrische Analyse bestimmt. Das Ergebnis dieser Bestimmung ist in Abbildung 
16 dargestellt. Obwohl das hier verwendete Verfahren zur Ermittlung möglicher Unterschiede 
in der Konzentration an vorhandener mRNA nur semiquantitativer Natur ist, zeigt sich eine 
gute Korrelation der gemessenen Konzentrationen mit den Daten aus den korrespondierenden 
Reportergen-Studien. Tatsächlich ist bei Verwendung des Konstruktes mit dem vollständigen 
3’-Ende eine größere Menge an mRNA zu detektieren als bei dem Reportergen mit der 
Deletion (Tabelle 2). 
Da bei Verwendung gleicher Promotoren nicht anzunehmen ist, dass die beiden Reportergene 
mit unterschiedlicher Effizienz transkribiert werden, muss angenommen werden, dass der 
Sequenzabschnitt, der im Reportergen pSV luc 1730 del A entfernt wurde, zur Stabilität der 
mRNA in Hepatozyten beiträgt.  
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Abb.16: Quantifizierung des Revertierungsergebnisses aus Abbildung 15. Darstellung der 
amplifizierten cDNA-Mengen 24 und 72 Stunden nach Transfektion. 
 
 
Quotient der optischen Dichten der cDNA-Menge des  
pSV luc 1730  zwischen 72 und 24 Stunden nach Transfektion  59% 
Quotient der optischen Dichten der cDNA-Menge des  
pSV luc 1730 del A zwischen 72 und 24 Stunden nach 
Transfektion 
53% 
Quotient der optischen Dichten der cDNA-Menge von  
pSV luc 1730 zu pSV luc 1730 del A bei 24 Stunden 64% 
Quotient der optischen Dichten der cDNA-Menge von  
pSV luc 1730 zu pSV luc 1730 del A bei 72 Stunden 58% 
 
Tab.2: Prozentuale Darstellung der mRNA-Verhältnisse zwischen den beiden Erntezeitpunkten 
und zwischen vollständigem und deletiertem 3’-Ende des GS-Genes innerhalb der einzelnen 
Erntezeitpunkte  
 
 An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass die in den voranstehenden 
Experimenten eingesetzten Hepatozyten Gesamthepatozyten waren, also sowohl GS-negative 
Zellen aus dem periportalen Bereich als auch GS-positive Hepatozyten aus dem perizentralen 
Bereich enthielten. Zudem wurde bei den durchgeführten Experimenten nicht zwischen den 
verschiedenen mRNA-Längen unterschieden, die in GS-exprimierenden Hepatozyten 
detektiert werden können. Aus diesem Grund wurden weitere Experimente durchgeführt, die 
diese Aspekte berücksichtigen sollten. 
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C.4 EXPRESSION VON REPORTERGENEN MIT VERSCHIEDENEN GS-3’ 
UTR-BEREICHEN IN SUBPOPULATIONEN VON HEPATOZYTEN 
C.4.1 LUCIFERASE-PROTEINEXPRESSION BEI VERWENDUNG VERSCHIEDENER GS-3’ 
UTR-BEREICHEN IN SUBPOPULATIONEN VON HEPATOZYTEN  
 
Eine zentrale Frage bezüglich der Bedeutung des konservierten 3’-Bereiches ist, 
ob dieser unterschiedliche Funktion in GS-positiven und GS-negativen Hepatozyten hat. Da 
die Gesamthepatozyten-Präparationen sowohl GS-negative (ca. 93%) als auch GS-positive 
Hepatozyten (ca. 7%) enthalten, wurde versucht, die in Kapitel C.3 an Gesamthepatozyten 
durchgeführten Experimente mit zwei Subpopulationen von Hepatozyten zu wiederholen. 
Diese Subpopulationen wurden nach der Methode von Seglen (1976) mit Modifikationen 
nach Burger et al. (1989) sowie Lindros und Penttilä (1985) isoliert (B.2.2). Anhand dieses 
Protokolls kann einerseits eine periportale Subpopulation isoliert werden, andererseits eine 
Fraktion perizentraler Hepatozyten mit GS-positiven Zellen. Erstere enthält praktisch nur GS-
negative Hepatozyten. Die perizentrale Präparation allerdings ist aufgrund methodisch-
technischer Schwierigkeiten keine reine GS-positive Population. Üblicherweise beträgt in ihr 
der Anteil an GS-positiven Hepatozyten rund 25% und ist damit 3 bis 4-fach mit GS-positiven 
Hepatozyten angereichert. Für die erneuten Transfektionsexperimente wurden die bereits 
beschriebenen Reportergene sowohl mit dem homologen GS-Promotor als auch jene mit dem 
heterologen SV40-Promotor mit jeweils unterschiedlichen 3’-Enden verwendet. Die 
transfizierten Zellen wurden nach 24 bzw. 72 Stunden geerntet und die relative Expression 
bestimmt. Leider konnten aus diesen Experimenten keine zuverlässigen Schlüsse gezogen 
werden, da sich trotz mehrfacher Wiederholung der Experimente keine reproduzierbaren 
Ergebnisse erhalten ließen. Als extreme Beispiele sind in Abbildung 17 und 18 die Datensätze 
zweier unabhängig voneinander durchgeführter Experimente graphisch dargestellt. Während 
die Daten aus Abbildung 17 für einen destabilisierenden Einfluß des konservierten Bereiches 
in perizentralen Hepatozyten und einen stabilisierenden in periportalen Hepatozyten sprechen 
könnten, zeigt sich keiner dieser Effekte in den Daten der Abbildung 18. Die Ursachen für die 
divergierenden Resultate dieser Experimente war trotz intensiver Bemühungen nicht 
aufklärbar (Daten nicht gezeigt), möglicherweise handelte es sich um Artefakte, die durch die 
spezielle Isolationsmethode verursacht wurden. Dabei konnte nicht ausgeschlossen werden, 
dass auch posttranslationale Effekte eine Rolle spielen, weshalb die Untersuchungen auf eine 
Bestimmung der synthetisierten mRNAs erweitert wurde. 
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Abb. 17: Transfektion perizentraler und periportaler Hepatozyten mit pSV luc 1730 und pSV luc 
1730 del A. Relative Luciferase-Expression 24 und 72 Stunden nach Transfektion. 
 
 
Abb. 18: Transfektion perizentraler und periportaler Hepatozyten mit pSV luc 1730 und pSV luc 
1730 del A. Relative Luciferase-Expression 24 und 72 Stunden nach Transfektion. 
 
C.4.2 Northern-Blot-Analyse transfizierter Zellen 
 
Da die Untersuchungen zur Expression von Reportergenen mit unterschiedlichen 
3’-Enden in periportalen und perizentralen Hepatozyten keine erfolgreich reproduzierbaren 
Ergebnisse lieferten, wurde versucht, die Menge an produzierter mRNA im Northern-Blot 
direkt zu analysieren. Auf diese Weise sollten Artefakte posttranskriptionaler Natur 
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vermieden werden. Zudem ermöglichte die Quantifizierung im Northern-Blot die 
Differenzierung der unterschiedlich langen mRNA-Spezies.  
Für das Experiment wurden sowohl Zellen der perizentralen als auch periportalen 
Subpopulation mit dem Reportergen pSV luc 1730 und pSV luc 1730 del A transfiziert. Die 
Ernte der Zellen erfolgte 24 und 48 Stunden nach der Transfektion. Im Anschluss wurde 
mRNA (polyA+-mRNA) isoliert und in einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel aufgetrennt, 
auf Nylonmembranen transferiert und abschließend mit einer Digoxigenin-markierten 
Luciferase-DNA-Sonde hybridisiert. In Abbildung 19 ist das Ergebnis einer Autoradiographie 
nach Durchführung der chemolumineszenten Detektion dargestellt. Entsprechend der zwei 
beschriebenen Polyadenylierungsstellen bei Position 122 und 1534 (bezogen auf die erste 
Base nach dem Stopcodon), wurden zwei distinkte Hybridisierungssignale detektiert, die den 
erwarteten Längen von 1903 und 3315 Basenpaaren entsprachen. 
 
 
 
Abb.19: Northern Blot  eines RNA Geles mit mRNA-Präparationen perizentraler (PC) und 
periportaler (PP) Hepatozyten. Nach der Ernte 24 und 48 Stunden nach Transfektion wurden die 
mRNA über ein Säulenverfahren isoliert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Unter Beachtung beider 
Polyadenylierungsstellen ergeben sich mRNA Längen von 1903 und 3315 Basenpaaren. 
 
 
Erstaunlicherweise steht auf mRNA-Ebene sowohl bei der perizentralen als auch 
periportalen Hepatozytenpopulation einem sehr starken Signal bei 24 Stunden eine deutliche 
Abnahme des jeweiligen mRNA-Gehaltes nach 48 Stunden Kultivierungszeit gegenüber. 
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Hinzu kommt, dass diese Reduktion in der perizentralen Zellpopulation weitaus stärker 
ausgeprägt ist. Ein deutlicher Schmiereffekt fehlt, deshalb ist ein Verteilen auf teilweise 
abgebaute mRNA mit unterschiedlichen Längen relativ unwahrscheinlich. Um noch  weitere 
Aussagen über die erhaltenen Resultate auf mRNA-Ebene treffen zu können, wurden die 
Banden densitometrisch analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 20 dargestellt.  
 
 
Abb. 20: Quantifizierung der Daten aus Abbildung 19: Northern Blot nach Ernte von 
Gesamthepatozyten bei 24 und 48 Stunden nach Transfektion unter Berücksichtignung der mRNA 
Längen von 1903 und 3315 Nukleotiden, korrespondierend zu den zwei Polyadenylierungsstellen der 
GS am 3’-Ende. 
 
 Bei Betrachtung der an distaler Stelle polyadenylierten mRNA mit 3,3 kbp Länge 
zeigt sich zwischen 24 und 48 Stunden in der perizentralen Population eine Abnahme auf 
35% beim vollständigen 3’-Ende und auf ca. 40% beim deletierten Reportergen. Das an 
proximaler Stelle polyadenylierte 1903 bp kurze mRNA-Produkt ist nach 48 Stunden gar 
nicht mehr quantifizierbar,  obwohl die Banden auf dem Agarosegel selbst noch zu erkennen 
sind. Stellt man dem nun das Verhalten der langen mRNA-Spezies dem in periportalen 
Hepatozyten gegenüber, so ergeben sich eine Reduktion zwischen 24 und 48 Stunden auf 
58% bei vollständigem und auf nur 70% beim deletierten Konstrukt. Auch die kurze mRNA 
ist in der periportalen Hepatozytenpopulation detektierbar, dort ergibt sich nach 48 Stunden 
Kultivierung ein Absinken auf 21% bei vollständigem und 42% bei deletiertem 
Reportergenen gegenüber den Werten nach 24 Stunden Kultivierung.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in der periportalen Population sowohl nach 24 
als auch nach 48 Stunden generell ein deutlich höherer mRNA-Gehalt als in den 
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entsprechenden perizentralen Vergleichspopulationen vorliegen. Dies gilt sowohl für die 
kurze als auch für die lange mRNA-Spezies. Innerhalb der periportalen Zellpopulation ist 
nach 24 Stunden deutlich mehr mRNA sowohl der kurzen als der langen Subspezies des 
vollständigen pSV luc 1730-Konstruktes vorhanden. Dieser Unterschied liegt nach 48 Stunden 
nicht mehr vor. Dem entsprechend ist das mRNA-Abbauverhalten des deletierten pSV luc 
1730 del A zwischen 24 und 48 Stunden nach Transfektion deutlich langsamer. Im Vergleich 
zeigt die lange mRNA-Subspezies des deletierten pSV luc 1730 del A in periportalen 
Hepatozyten das langsamste Abbauverhalten (Abbildung 21).  
Abb. 21: Verhältnis der mRNA-Äquivalente der kurzen und langen mRNA nach 48 Stunden zum 
jeweiligen Ausgangswert nach 24 Stunden. Die Verrechnung der kurzen perizentralen mRNA-
Äqivalente wurde wegen nicht möglicher Quantifizierung nicht vorgenommen. 
 
 In der perizentralen Hepatozytenpopulation zeigt sich bei 24 Stunden ebenfalls ein 
höherer Gehalt an sowohl kurzer als auch langer mRNA des vollständigen pSV luc 1730-
Konstruktes. Auch dieser Unterschied verschwindet nach 48 Stunden (lange Subspezies). Es 
bestehen nur marginale Unterschiede im Abbauverhalten der (langen) mRNA zwischen 
vollständigem und deletiertem Konstrukt. Auch hierbei erscheint der Abbau der langen 
mRNA-Abschnitte langsamer als der der kurzen Subspezies, die nach 48 Stunden nicht mehr 
densitometrisch auflösbar sind.  
Summiert man sowohl in perizentraler als auch periportaler Zellpopulation kurze und lange 
Subspezies nach 24 Stunden, so ergibt sich ein konstant höherer mRNA-Gehalt des 
vollständigen pSV luc- zum deletierten pSV luc 1730 del A-Konstrukt. Dies findet sich nicht 
nach 48 Stunden, wo die vergleichbaren mRNA-Mengen nahezu identisch sind. 
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D  DISKUSSION 
D.1  AUFGABEN UND ZIELE 
 
 Im Rahmen der Analyse des menschlichen Erbgutes gerieten allmählich auch 
diejenigen Bereiche des menschlichen Erbgutes in den Fokus des Interesses, denen anstelle 
der Kodierung für ein bestimmtes Protein eine die Proteinsynthese regulierende Funktion 
zukommt. Tatsächlich kodieren nur etwa 1,5% des genetischen Materials höherer Eukaryoten 
Proteine. Der überwiegende Anteil enthält vielmehr Abschnitte, die kontrollieren, ob und in 
welchem Ausmaß ein Gen transkribiert wird oder steuern die Stabilität, zelluläre Lokalisation 
und Translationseffizienz der mRNA (Mignone et al. 2002). Zu diesen regulierenden 
Bereichen der DNA und hauptsächlich der frühen und noch nicht prozessierten RNA im 
Zellkern zählen die Bereiche vor dem eigentlichen Startkodon (die untranslatierte Region am 
5’-Ende, 5’-UTR), Bereiche zwischen kodierenden Exon-Abschnitten (introns) und Bereiche 
nach dem Stopkodon bzw. dem Polyadenylierungssignal, die untranslatierte Region am 3’-
Ende (3’-UTR) genannt werden. Die Bezeichnungen machen deutlich, dass sowohl die 5’-
UTR, die Introns und die 3’-UTR nicht translatiert werden (da sie keine Aminosäuren 
kodieren), wohl aber durch das Vorhandensein z.B. faktorbindender Elemente einen 
wichtigen Beitrag zur Regulation der Genexpression leisten. Dabei seien die Regulation der 
RNA-Stabilität, die Steuerung der Translationseffizienz sowie die Beeinflussung der 
subzellulären Lokalisation als wichtigste Punkte genannt. 
Mehr und mehr verdeutlichen sich Verbindungen zwischen Fehlern in diesen regulatorischen 
Systemen und klinischen Krankheitsbildern. Myotone Dystrophie, Duchennes 
Muskeldystrophie und Mukoviszidose können mit fehlregulierten RNA-Stabilitäten in 
Verbindung gebracht werden. Defekte regulatorischer Adeosin-Uracil-reicher Elemente 
(AREs) in untranslatierten Strukturen von mRNAs verursachen anomale Stabilisierungen der 
entsprechenden mRNA und damit möglicherweise zum Beispiel Mantel-Zell-Lymphome, 
Neuroblastome und chronisch inflammatorische Erkrankungen (Conne et al. 2000), wie sie 
auch in der Genese des Kolorektalen Karzinoms eine Rolle spielen (Dixon et al. 2000). 
In dieser Arbeit sollte die 3’-UTR der Glutaminsynthetase (GS) untersucht werden, also der 
Bereich nach den kodierenden Sequenzen der GS. Die GS ist ein als Oktamer vorliegendes, in 
der Säugerleber zytosolisch lokalisiertes Enzym mit dem spezifischen Gewicht von ca. 360 
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kDa. Die typische Verteilung innerhalb des Leberparenchyms ist bereits in der Einleitung 
ausführlich dargestellt worden. Ob hierfür und für die Expressionssteuerung auch über die 3’-
UTR vermittelte Effekte eine Rolle spielen, sollte untersucht werden. 
Folgende Aufgaben und Ziele wurden für diese Arbeit gestellt: 
 
1. Ausweitung vorliegender Experimente zur Expressionsdynamik des Luciferase- 
Reportergenes in Gesamthepatozyten auf periportale und perizentrale 
Hepatozyten. Dabei sollte der aufgestellten Hypothese der selektiven 
Destabilisierung der periportalen GS-mRNA nachgegangen werden. Es sollte 
zudem untersucht werden, welche Folgen die Verwendung eines heterologen 
Promotors im Vergleich zum homologen GS-Promotor im Reportergen-Assay hat. 
 
2. Auswirkung der 3’-UTR der GS und einer Zielsequenz in der 3’-UTR zwischen 
Position 595 bis 673 (ab Stopkodon) auf Reportergenexpression und mRNA-
Stabilität eines Luciferase-Reportergenes in Gesamt- sowie perizentralen und 
periportalen Hepatozyten. 
 
D.2 TRANSIENTE TRANSFEKTION VON REPORTERGENEN MIT GS 3‘-
ENDEN 
 
Um der Frage nachzugehen, inwiefern regulatorische Mechanismen, die in 
Verbindung mit dem 3‘-Ende des GS-Genes stehen, an der Expression der GS beteiligt sein 
können, wurden von Gaunitz Transfektionsexperimente durchgeführt, die verschiedene 
Reportergenkonstrukte mit verschiedenen 3‘-Enden, dem homologen GS-Promotor sowie 
dem SV 40-Promotor kombinierten, aber jeweils immer das 2520 Nukleotide lange 5‘-UTR 
der GS mit einbezogen. Diese wurden in verschiedenen Ansätzen in perizentrale und 
periportale Hepatozyten nach der Effekten-Methode transient transfiziert und zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion die Expressionsstärke geeignet bestimmt 
und mittels eines Referenzplasmides in relative Expressionen umgewandelt. Diese 
Experimente zeigten deutlich, dass Reportergene mit dem 1730 langen 3‘-Ende des GS-Gens 
in perizentralen Hepatozyten eine deutlich höhere Enzymaktivität als in periportalen 
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Hepatozyten aufwiesen. Dieser Unterschied verstärkte sich mit steigender Kultivierungszeit, 
egalisierte sich nach einem Medienwechsel rasch, um danach wieder zuzunehmen. Dies 
wurde als Zeichen für die Anreicherung eines von Hepatozyten abgegebenen Faktors 
gewertet. Der gezeigte Unterschied trat auch unabhängig vom verwendeten Reportergen und 
eingesetzten Promotor auf. Dabei ließen sich allerdings keine Rückschlüsse ziehen, ob eine 
Stabilisierung der längeren mRNA in perizentralen Hepatozyten, eine in periportalen 
Hepatozyten erfolgende Destabilisierung vorliegt oder eventuell beide Mechanismen parallel 
für den beobachteten Effekt verantwortlich sind. Ebenso unklar blieb, ob das Phänomen, dass 
ein Wechsel des Mediums zu einem erneuten Anstieg der Enzymaktivität führt, durch einen 
generellen Effekt auf die Transkription, die mRNA-Stabilität oder die Translatierbarkeit 
verursacht wird. Für die weiteren Untersuchungen kam jedoch eine These zum Tragen, nach 
der ein von den periportalen Hepatozyten produzierter, negativ wirksamer Faktor sich im 
Medium anreichert und durch den Wechsel wieder entfernt wird. Es sollte dabei 
berücksichtigt werden, dass die Subpopulation GS-positiver, perizentraler Hepatozyten nur 
ein von 7,5% in der Leber auf 25% angereichertes Zellkonglomerat darstellt, das noch zu 75% 
periportale, GS-negative Zellen enthält. Die auftretenden Effekte sind daher im 
physiologischen Zusammenhang vermutlich noch wesentlich stärker.  
Um darzustellen, dass nicht der durch den Medienwechsel ausgelöste Wiederanstieg der 
relativen Expression auf eine unterschiedliche Reaktion des zur Verrechnung eingesetzten 
Referenzplasmides zurückzuführen und unabhängig vom verwendeten Promotor ist, wurde 
ein weiteres Vorexperiment mit einem Reportergen durchgeführt, bei dem anstelle des GS-
Promotors der SV40-Promotor und als 3'-Ende die 1730 Basen lange GS-3'-Sequenz benutzt 
wurde. Das Reportergen wurde in perizentrale Hepatozyten sowohl in Gegenwart des 
Referenzplasmides pRL-CMV, als auch in Abwesenheit des Referenzplasmides mit der 
Effekten-Methode transfiziert. Die transfizierten Hepatozyten wurden zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach der Transfektion geerntet, wobei innerhalb der Kultivierungszeit ein 
einmaliger Medienwechsel stattfand. Dabei war der Wiederanstieg der absoluten Expression 
des Reportergens unabhängig von der Anwesenheit des Referenzplasmides. Dass sich der 
Effekt auch beobachten ließ, wenn unter Berücksichtigung des kotransfizierten 
Referenzplasmides die relative Expression berechnet wurde, unterstrich, dass der durch den 
Medienwechsel verursachte Anstieg der Aktivität spezifisch für das verwendete Konstrukt mit 
dem GS-3'-Ende ist.  
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Da die oben erwähnten Experimente zu der Hypothese Anlass gaben, dass ein von den 
Hepatozyten ins Medium abgegebener Faktor für die Destabilisierung der GS-mRNA 
verantwortlich ist, wurde durch Experimente, bei denen Hepatozyten mit Reportergenen mit 
unterschiedlicher 3'-Enden transfiziert wurden, ein Versuch der Bestimmung der 
Abbaugeschwindigkeit in Abhängigkeit vom vorhandenen 3‘-Ende des Reportergenes 
unternommen. In diesen Experimenten fanden vier verschiedene Reportergene mit einem 
Photinus-Luciferase-Gen unter der Kontrolle des SV40-Promotors und differierenden 3'-
Enden Verwendung (3'-Ende des Tubulingens der Ratte, 3'-Ende des Aktingens, pSV 1730 
samt pSV 1730 del A). Dabei wurde ersichtlich, dass das Reportergen mit dem vollständigen 
GS-3'-Ende einen rascheren Zerfall zeigte als die anderen Konstrukte.  
Diese Vorexperimente schienen also darauf hinzudeuten, dass die 3‘-UTR der GS zwischen 
Position 595 und 673 eine Zielsequenz für einen sich im Medium anreichernden Faktor 
aufweist, der nach Bindung an diese Sequenz einen destabilisierenden Effekt auf die GS-
mRNA ausübt. Da in perizentralen und periportalen Hepatozyten die gleiche mRNA 
synthetisiert wird und sich im Medium offensichtlich ein über die oben genannte Zielsequenz 
wirkender destabilisierender Faktor anreichert, müsste es im Gegenzug einen potenten 
Mechanismus geben, der in perizentralen, GS-positiven Hepatozyten aktiv ist, um eine 
vorzeitige und inadequate mRNA-Instabilität in diesen Zellen zu verhindern. Bei Auswertung 
der relevanten Literatur über mRNA-Stabilitäten (siehe Einleitung A) erscheint dabei ein 
ebenfalls auf mRNA-Ebene wirkender Faktor denkbar, der die sensible, Destabilität-
vermittelnde Sequenz mit höherer Affinität bindet oder die Konformation der mRNA so 
verändert, dass ein Angriff des ersten Faktors verhindert werden kann.  
Um nähere Hinweise auf die genauen Auswirkungen des Sequenzbereiches zwischen Position 
595 und 673 im GS 3‘-Ende zu erhalten und seine Effekte in unterschiedlichen 
Leberzellpopulationen zu untersuchen, wurden zunächst Transfektionsexperimente 
durchgeführt, denen weitere Untersuchungen auf mRNA-Ebene folgten.   
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D.3 EXPRESSIONSVERHALTEN EINES LUCIFERASE-REPORTERPROTEINS 
IN VERSCHIEDENEN HEPATISCHEN ZELLPOPULATIONEN DER RATTE 
 
In Reportergen-Assays mit Luciferase als Reportergen, dem heterologen SV40-
Promotor sowie dem 1730 bp langen 3’-UTR der GS in verschiedenen Subpopulationen der 
Rattenhepatozyten wurde der Ansatz von Gaunitz (D.2) weiterverfolgt. Es konnte gezeigt 
werden, dass bei der Transfektion des Reportergenes mit vollständigem 3’-Ende in 
Gesamthepatozyten bei allen Erntezeitpunkten eine konstant höhere Luciferase-Aktivität als 
bei der Verwendung der deletierten 3’-UTR vorlag. Weiterhin ergaben die Luciferase-Assays 
in Gesamthepatozyten über zwei Erntezeitpunkte keine raschere Abnahme der Luciferase-
Aktivität bei einem der Konstrukte, vielmehr ließ sich kein Unterschied in der 
Enzymaktivitätsabnahme verzeichnen  (C.2).  
Die Erweiterung auf periportale und perizentrale Hepatozyten erbrachte keine eindeutig 
reproduzierbaren Ergebnisse. Bemerkenswert war jedoch, dass die Aktivitätswerte der 
Luciferase in periportalen Hepatozyten niemals deutlich niedriger als die in perizentraler 
Vergleichspopulation waren (C.2). 
Dies ließe auf einen konstant höheren Proteingehalt bei vergleichbarer Stabilität der mRNA 
schließen, selbst wenn man bedenkt, dass hier relative Expressionen verglichen werden.  
Auch könnte es sich um unterschiedliche Zelldichten handeln, nachdem zwar die Aussaat mit 
0,5 (6-well Platte) bzw. 2,5 Mio (1-well Platte) Zellen pro well normiert war, die Zelldichten 
zum Erntezeitpunkt aber nicht erneut bestimmt wurden. 
Die Reportergen-Assays mit dem homologen GS-Promotor (H/N-Konstrukte) in 
Gesamthepatozyten ergaben eine diskret raschere Abnahme der Reportergenaktivität mit 
vollständigem 3’-Ende, der sich statistisch als nicht signifikant erwies, obwohl dies mit den 
Ergebnissen von Gaunitz (persönliche Mitteilung) im Einklang stehen würde. Bei der 
Verwendung des H/N-Konstruktes blieb jedoch die Luciferase-Aktivität der vollständigen 3’-
UTR konstant höher als die der deletierten, was eine selektive Destabilisierung über den 
deletierten Abschnitt fragwürdig erscheinen ließe. Dies und der diskret raschere Zerfall bei 
Verwendung des homologen GS-Promotors kann ebenfalls als Hinweis auf das 
Zusammenwirken der homologen  Promotorregion mit der 3’-UTR des Reportergenes 
gewertet werden. So wurde erst neulich in Untersuchungen an Rattenhepatomzellen ein 
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synergistisches Zusammenwirken von 3’-UTR und unter anderem Promotorregion der GS auf 
Transkriptionsebene gefunden (Stanulovic et al. 2006).  
Um jedoch auf die 3’-UTR zu fokussieren, wurde in weiteren Reportergenstudien und 
Northern-Blots der SV40-Promotor verwendet.  
 
D.4 BEDEUTUNG DER 3’-UTR DER GS UND EINER DEFINIERTEN 
ZIELSEQUENZ AUF PROTEINEXPRESSION UND MRNA-STABILITÄT 
EINES LUCIFERASE-REPORTERGENES IN GESAMT-, PERIZENTRALEN 
UND PERIPORTALEN HEPATOZYTEN. 
 
 Die Halbwertszeit der GS wird mit ca. 4 Tagen (Lin und Dunn 1989) angegeben, 
womit die GS zu den langlebigeren Proteinen zählt. Zur Halbwertszeit der GS-mRNA gibt es 
gewebeabhängig differierende Angaben, in 3T3-L1 Adipozyten werden zum Beispiel 110 
Minuten genannt (Saini und Thomas 1990). In der vorliegenden Arbeit wurde die Stabilität 
von Reportergen-mRNA und GS-mRNA auf unterschiedliche experimentelle Art untersucht. 
Dabei handelte es sich einerseits um Northern-Blot-Analysen nach Transfektionen von 
Luciferase-Reportergenen (C.3), andererseits um Extraktionen von endogener GS-mRNA und 
anschließender RT-PCR aus beiden Subpopulationen von Rattenhepatozyten (C.2). Betrachtet 
man den Luciferase-mRNA-Zerfallsprozess in Gesamthepatozyten, so sinkt die mRNA-
Menge binnen 48 Stunden auf 59% (siehe C.3, Abbildung 16 und Tabelle 2) und damit analog 
zur Luciferase-Proteinaktivität (siehe C3, Abbildung 13 und Tabelle 1). In der periportalen 
Subpopulation liegt jedoch der mRNA-Gehalt deutlich höher als perizentral. So ist er in 
periportalen Hepatozyten 24 Stunden nach Transfektion um 25%, 48 Stunden danach um 
mehr als das Doppelte höher als in perizentralen Hepatozyten (siehe C.4).  
Dies deckt sich nicht mit den Ergebnissen der in Kapitel C.2 dargestellten Experimente. Dabei 
wurde die Menge an GS-mRNA in Subpopulationen frisch isolierter Rattenhepatozyten mit 
Hilfe der RT-PCR verglichen. Hierbei kann ca. 25 mal mehr GS-mRNA in perizentralen und 
damit GS-positiven Zellen als in periportalen und damit GS-negativen Zellen nachgewiesen 
werden. Gänge man bei diesen Versuchen davon aus, dass in der Tat auch in periportalen, 
GS-negativen Hepatozyten eine Transkription des GS-Genes erfolgt und würde die hierbei 
gebildete mRNA raschen Abbauprozessen in 3‘-5‘-Richtung unterliegen, müsste eine 
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heterogene mRNA-Fraktion entstehen, die in Agarose-Gelen keine distinkte Bande erzeugen 
würde und somit unter die Nachweisgrenze fiele. Für die in den Experimenten mit endogener 
GS-mRNA (C.2) verwendeten Oligonukleotiden (für Exon 1 und Exon 2) spielt jedoch eine 
durch einen vom 3‘-Ende erfolgten Abbau verursachte Heterogenität keine Rolle. Diese 
Theorie könnte auch die von Gebhardt et al. (1988) beobachteten Signale aus periportalen 
Hepatozyten erklären. In der zitierten Arbeit sind in Hybridisierungen auf Slot Blots der 
mRNA aus periportalen Hepatozyten schwache Signale sichtbar, sowie über einen breiteren 
Bereich 'verschmierte' Signale in Northern-Blot Hybridisierungen. Weiterhin unterstreichen 
die Ergebnisse der zitierten Experimente mit primer extensions (Gebhardt und Gaunitz 1996, 
Gebhardt et al. 1997b) (siehe C.2) und des in periportalen Fraktionen gefundenen Signals 
eine initiierte Transkription des GS-Genes in GS-negativen Hepatozyten. Möglicherweise 
könnte diese jedoch auch vorzeitig abbrechen und zu einer Mischpopulation von verschieden 
langen mRNAs führen, unter Erhalt des amplifizierbaren, gespleißten 5‘-Endes. Da aber keine 
Polyadenylierungsstelle mehr vorhanden wäre, würden sich diese Fragmente ausgesprochen 
instabil verhalten. Dieser deadenylierungsabhängige Abbauweg ist bei der GS-mRNA durch 
die ARE-enthaltende Struktur im 3’-Ende als wahrscheinlich anzunehmen (siehe unten), da 
ein Abbau über ein mit der Länge der 5’-UTR korreliertes deadenylierungsunabhängiges 
Decapping bei  Säugern nur im seltenen nonsense mediated decay vorkommt (Beelman CA 
1996, Wilusz und Wormington 2001, Frischmeyer et al. 2002, Tourriere et al. 2002, Graham 
2003).  
Die Primer der RT-PCR in den Reportergen-Transfektionsexperimenten aus C.3.1.3 (luc TAA 
und luc ATG) setzten am Start- und Stopcodon der Luciferase an und rahmten damit das 
Reportergen sozusagen ein. Auch hierbei wäre ein Nachweis der Luciferase-mRNA von 
einem selektiven Abbau in 3’-5’ Richtung nach Entfernung des polyA-tails und Decapping 
am 5’-Ende nicht ohne weiteres beeinträchtigt gewesen. Diese Methode erfasste zudem kurze 
und lange Spezies der mRNA zusammen. Daher müssten die RT-Primer ihre jeweiligen 
Bindungsstellen noch finden und die RT-PCR erfolgreich den Unterschied an mRNA 
zwischen perizentraler und periportaler Zellpopulation (Faktor 25) aufschlüsseln (C.2). Dass 
dies aber nicht der Fall war, kann dadurch bedingt sein, dass bei den transienten 
Transfektionen und dem Nachweis der entstehenden mRNA in RT-PCR und im Northern-
Blot in Kapitel C.3 und C.4 die Luciferase-Reportergene pSV 1730 und pSV 1730 del A ohne 
homologen Promotor, ohne 5’-UTR und Introns verwendet wurden, während in Kapitel C.2 
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mit endogener GS-mRNA und RT-PCR gearbeitet wurde. Dabei könnten wichtige 
regulatorische Elemente gefehlt haben.  
Auch die Transfektionsvoruntersuchungen von Gaunitz (D.2) mit verschiedenen 
Reportergenkonstrukten und 3‘-Enden, dem homologen GS- sowie dem heterologen SV40-
Promotor zeigten eine deutlich höhere Enzymaktivität in perizentralen Hepatozyten. Immer 
aber war die 5‘-UTR der GS mit einbezogen. Bei Verwendung identischer Konstrukte mit der 
GS 3’-UTR ohne 5’-UTR in der vorliegenden Arbeit konnte genau jener deutliche 
Unterschied zwischen hoher Luciferase-Aktivität in perizentralen und niedriger Aktivität in 
periportalen Hepatozyten nicht mehr nachvollzogen werden. Dies betont die Relevanz einer 
Zusammenarbeit zwischen 3’- und 5’-UTR. Dass diese eine wichtige Rolle spielt, 
unterstreichen auch Ergebnisse von Gaunitz et al., der im Zusammenspiel von 5’-Enhancer-
Element und einem neu identifizierten Silencer–Element im ersten Intron der GS eine 
wichtige Erklärung zum Zonierungsphänomen sieht (Gaunitz et al. 2005).  
Die distinkten Banden in den Northern-Blot Analysen aus C.4 (Abbildung 19 und 20) zeigten 
also deshalb distinkte Signale, da diejenigen Mechanismen nur eingeschränkt funktionierten, 
die periportal einen schnellen Abbau vollständig vermittelten.  
 
 So kann man vermuten, dass eine selektive Destabilisierung der Reportergen-
mRNA in periportalen Hepatozyten bei ausschließlichem Vorhandensein der 3’-UTR nicht 
effektiv ist. Möglicherweise benötigt die physiologische Regulation ein Zusammenspiel 
mehrerer regulatorischer Elemente in 5’-UTR, homologem Promotor und Introns, um einen 
Unterschied in der Größenordnung des Faktor 25 zu erreichen. Das Zusammenwirken 
regulatorischer Effekte an verschiedenen Stellen innerhalb der mRNA eines Proteins ist dabei 
nicht unbekannt. Schon im humanen β-Aktin Gen konnte eine effiziente Wechselwirkung 
zwischen upstream gelegenen Sequenzen, Intron 1 und hochkonservierten Abschnitten in der 
3’-UTR analog des GS gezeigt werden (Qin und Gunning 1997). In jüngsten Daten wird 
ebenfalls deutlich, dass es eine hochproduktive und sehr differenzierte Interaktion auf Ebene 
der Transkription zwischen 5’-UTR, Promotorregion, erstem Intron und 3’-Ende im GS-Gen 
von Rattenhepatomzellen gibt (Stanulovic et al. 2006). Die Regulation der Halbwertszeit des 
Interleukin 2 (IL-2) wird sowohl über das 5’-Ende als auch über das 3’-Ende erreicht. Die 
sehr kurze Halbwertszeit des IL-2 in unreifen und unstimulierten Lymphozyten wird 
offensichtlich über eine potente Instabilitätsdeterminante innerhalb der 3’-UTR gewährleistet. 
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Im Falle einer Aktivierung des Lymphozyten wird durch ein Element am 5’-Ende und zweier 
zusätzlicher Faktoren die durch das ARE am 3’-Ende determinierte Instabilisierung 
aufgehoben (Wilusz und Wormington 2001). Die Bindung eines Faktors an identische 
eisenresponsible Elemente (IRE) an verschiedenen Stellen der mRNA steuert den zellulären 
Eisenstoffwechsel. Die Komplexierung eines IRE-bindenden Proteins in der 3’-UTR der 
mRNA des Transferrin-Rezeptors stabilisiert die Rezeptor-mRNA und fördert damit die 
Translation, währenddessen durch die Bindung des identischen RNA-bindenden Proteins 
innerhalb der 5’UTR der mRNA des Ferritins durch eine Initiationshemmung die Translation 
der Ferritin-mRNA behindert wird (Casey et al. 1989, Ross 1995, Koeller et al. 1991, Erlitzki 
et al. 2002) (A. 2.2.2).  
 
Wenn auch eine selektive Destabilisierung in periportalen Hepatozyten bei 
Verwendung der Reportergenkonstrukte nicht in dem Maße gelang, um die Ergebnisse aus 
den Reportergenassays von Gaunitz aus Kapitel D.2 nachzuvollziehen, so zeigte sich doch ein 
wichtiges Ergebnis bei der Untersuchung Deletion am 3’-UTR der GS zwischen Position 595 
und 673 (ab Stopkodon). Gaunitz hatte in Reportergenassays an Gesamthepatozyten (siehe 
D.2) eine rascheres Absinken der Expression des Reportergenes mit vollständigem 3’-UTR 
gezeigt und einen destabilisierenden Effekt postuliert, der über den hochkonservierten Bereich 
zwischen Position 595 und 673 (ab Stopkodon) am 3’-Ende wirken könnte. Unter 
Verwendung der Reportergenkonstrukte pSV luc 1730 und pSV luc 1730 del A wurde die 
Untersuchung mit RNA-Studien daher auch auf perizentrale und periportale Hepatozyten 
ausgedehnt.  
Bei Verwendung von Gesamthepatozyten zeigte sich im Gegensatz zu den Ergebnissen aus 
D.2 kein signifikanter Unterschied im Verhalten der RNA-Mengen zwischen vollständigem 
und deletiertem 3’-Ende über die Zeit der Kultivierung (Kapitel C.3.1.1, Abb. 12). Es lag 
jedoch, wie schon beschrieben, stets eine geringere mRNA-Menge bei der Verwendung des 
Reportergenes mit deletierter Zielsequenz als bei vollständigem 3’-Ende innerhalb des 
jeweiligen Erntezeitpunktes vor. Während dieses Ergebnis sich bei der perizentralen 
Subpopulation sinngemäß wieder zeigte, war innerhalb der periportalen Hepatozyten eine 
auffällige Veränderung zu bemerken. Nach Ablauf der Transfektionszeit lag die gesamte 
mRNA-Menge des Reportergenes mit deletierter Zielsequenz über diejenigen des Konstruktes 
mit vollständiger 3’-UTR (siehe C.4, Abbildung 20). Auch zeigte sich eine deutliche 
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Verlangsamung des mRNA-Abbaus bei Einsatz eines Reportergenes mit entfernter Sequenz 
zwischen Position 595 und 673 (siehe C.4, Abbildung 21). Dieses Verhalten könnte die 
Hypothese einer Destabilisierung über den definierten Sequenzbereich zwischen Position 595 
und 673 in der 3’-UTR der GS in periportalen (GS negativen) Hepatozyten unterstreichen.  
Das 3’-Ende des GS-Gens der Ratte weist einen ungewöhnlich hohen Grad der Konservierung 
auf. Es zeigen sich im Vergleich zwischen Ratte und Maus bzw. Mensch Homologien von 
80% bzw. 67% (siehe C.1.1). Diese für einen untranslatierten Bereich verschiedener Spezies 
ungewöhnlichen Übereinstimmungen ließen eine Regulation über das 3’-Ende der GS 
vermuten, die sowohl Expressionssteuerung als auch Zonierungsphänomen beeinflusst.  
Der Bereich von Position 584 bis 634 besteht zu 42% aus Uracil-, 37% Adenin-, 16,5% 
Guanin- sowie 5,1% Cytosinbasen und fällt zudem durch das Pentamer [AUUUA] in einer 
adenin- und uracilreichen Umgebung auf (Abbildung 10). Dieses AU-reiche Element (ARE) 
an Position 595 bis 673 wurde nun im Reportergenkonstrukt mit dem deletierten 3’-Ende der 
GS (del A) entfernt. AREs finden sich in 3’-untranslatierten Regionen von vielen, 
hauptsächlich labilen, mRNAs und gelten als die häufigsten mRNA-Instabilität vermittelnden 
Elemente in Säugerzellen, indem sie eine beschleunigte Deadenylierung als ersten Schritt des 
RNA-Abbaues vermitteln (Xu et al. 1997). Mit der einfachen Pentamerstruktur [AUUUA] in 
U-reicher Umgebung ließe sich der Bereich zwischen Position 595 und 673 im 3’-Ende der 
GS als ARE der Klasse I nach Chen et al. (1995) einordnen. Wie Xu et al. (1997) zeigten, 
vermitteln die AREs verschiedener Klassen verschiedene Deadenylierungsmuster. AREs der 
Klasse I kommen normalerweise in mRNAs vor, die Transkriptionsfaktoren (c-fos, c-myc), 
Zytokine (IL 4 und 6) oder andere schnellelebige Proteine kodieren und generieren durch eine 
synchrone Deadenylierung eine Population von mRNAs mit einem poly-A-tail von 30-60 
Nukleotiden, die dann komplett abgebaut wird (Mignone et al. 2002). Wie Xu et al. (1997) 
weiter zeigten, verstärkt eine 20-30 Nukleotide lange AU-reiche Region in 5’-Richtung der 
Pentamersequenz die destabilisierende Wirkung, allerdings nur, wenn das Pentamer- oder 
Nonamermotiv in mehreren Kopien und enger Nachbarschaft vorliegt. Die AU-reiche Region 
vor dem Pentamer ist im Bereich der Zielsequenz der GS 3’-UTR zwischen Position 595 und 
673 gegeben, wenn auch keine multiplen Kopien vorliegen.  
Weitere Sequenzelemente aus Abbildung 10 (siehe C.1.1) könnten als AREs gewertet werden. 
Es finden sich potentiell funktionelle Regionen innerhalb der hochkonservierten Region der 
3’-UTR der GS z.B. mehrere GU- und U- reiche Elemente sowie das funktionell potenteste 
D  DISKUSSION 
81 
Polyadenylierungssignal an Position 1534 (ab Stopcodon). Die genaue Funktion dieser 
Elemente ist bisher immer noch unbekannt, sie lassen aber vermuten, dass noch mehr als nur 
der in der Deletion entfernte Sequenzbereich im 3’-Ende der GS-mRNA regulierend auf 
RNA-Stabilität und Translationseffizienz einwirken könnten. Dabei konnte jüngst gezeigt 
werden, dass das 3’-UTR der GS in Rattenhepatomzellen in komplexer Interaktion mit der 5’-
UTR, upstream-Enhancer, homologem Promotor sowie Sequenzen im ersten Intron steht 
(Stanulovic et al. 2006). In erster Linie handelte es sich dabei um Effekte auf der Ebene der 
Transfektion (DNA-Sekundärstruktur, Loop-Bildung, DNA-bindene Proteine). Eine 
Auswirkung auf unter anderem mRNA-Stabilität wird jedoch angenommen. Dabei agierte das 
3’-Ende als funktionelle Einheit. Die selektive Verwendung der Polyadenylierungsstelle bei 
1534 als solitäre 3’-UTR in Verwendung mit einem CMV-Promotor und eines Luciferase-
Reportergens ergab jedoch eine hocheffektive Steigerung der Expression des Reporterproteins 
in Rattenhepatomzellen (Stanulovic et al. 2006).  
Auch an der Regulation des Transkriptionsfaktors c-fos zum Beispiel zeichnen mehrere AREs 
verantwortlich. Die hohe Instabilität der c-fos mRNA wird über ein ARE mit zwei Domänen 
und einem destabilisierenden Bereich innerhalb der kodierenden Region realisiert (Schiavi et 
al. 1994, Chen et al. 1994). Entfernt man nur eines der AREs (wie mit dem deletierten 
Luciferase-Konstrukt gegeben), so kann der Proteinkomplex nicht suffizient assemblieren und 
eine schnelle Deadenylierung und damit rasche Instabilisierung der c-fos mRNA ist nicht 
mehr möglich (Wilusz und Wormington 2001). Dies verdeutlicht, dass ein agonistisches oder 
antagonistisches Zusammenspiel mehrerer AREs zum Zonierungsphänomen in Hepatozyten 
beitragen könnte. 
Vergleicht man mRNA-Regulationen anderer Proteine, so zeigt sich, dass die Vielzahl und 
Vielfältigkeit modulierender trans-agierender Faktoren sowie die Heterogenität der ARE-
Sequenzen die durch ARE-kontrollierten Mechanismen außerordentlich komplex machen. 
Eine besondere Bedeutung der AREs und deren bindender Faktoren für die 
Translationsregulation ist unter anderem bekannt für ARE-enthaltende Zytokin-mRNAs wie 
Interleukin 2, 3, 4 und 6 sowie für TNF-α. Dabei ist nicht die exakte Sequenz, sondern 
vielmehr der AU-Gehalt von Bedeutung. Dabei können AREs der RNA mit verschiedenen 
ARE-bindenden Proteinen wechselwirken und sowohl destabilisierend als auch stabilisierend 
wirken. Dies wurde in erster Linie in Makrophagen, aber auch in anderen Zelltypen 
nachgewiesen (Zhang et al. 2002).  
D  DISKUSSION 
82 
 
Zusammenfassend wäre es demnach möglich, das Verhalten der Reportergen-mRNA nach 
Transfektion in periportale Hepatozyten als Stabilisierung durch ein fehlendes ARE an 
Position 595 bis 673 in der 3’-UTR der GS-mRNA zu interpretieren.  
  
Dass diese ARE-vermittelte Wirkung nicht in der mit GS-positiven Hepatozyten 
angereicherten perizentralen Zellpopulation auftritt, könnte die Vermutung unterstreichen, 
dass weitere trans-agierende Elemente aus perizentralen oder anderen (zum Beispiel 
epithelialen) Zellen die postulierte Stabilisierung selbst bei deletierter Zielsequenz verhindern. 
Dafür spräche ebenfalls, dass der mRNA-Gehalt in periportalen Hepatozyten (ohne 
Einwirkung eines perizentralen Einflusses) stetig höher und die mRNA offensichtlich stabiler 
ist als in perizentralen Hepatozyten (siehe C.4, Abbildung 20 und 21).  
Dies macht deutlich, dass eine multifaktorielle Beeinflussung der GS-mRNA in den 
verschiedenen zellulären Subpopulationen möglich ist, um die Expressionssteuerung der GS 
mit dem massiven Auftreten in perizentralen Hepatozyten (3-4% des Gesamtproteins der 
Zelle (Gaunitz et al. 2001)) und dem Fehlen in periportalen Hepatozyten mit zu beeinflussen.  
Weiterhin ist die Regulation dieser Zonierung so komplex, dass eher ein Mechanismus 
existiert, der hauptsächlich auf Transkriptionsebene wirkt und nur zur Feineinstellung die 
RNA-Ebene umfasst. Wie jüngst Gaunitz et al. feststellten, inhibiert ein Silencer-Element im 
ersten Intron den potenten 5’-Enhancer der GS, der sowohl in perizentralen als auch 
periportalen Hepatozyten wirksam ist. Das entsprechende Silencer-Bindungsprotein ist in der 
periportalen, GS negativen, Zellpopulation in deutlich höherer Konzentration vorhanden als in 
der mit GS-positiven Hepatozyten angereicherten perizentralen Population. Dies könnte die 
Ergebnisse der Experimente an endogener GS-mRNA (C.2) sowie der 
Transfektionsexperimente mit Luciferase-Reportergenkonstrukten ohne GS-5’-Bereich (C.3 
und C.4) erklären. Dabei konnten Gaunitz mit Hilfe Transfektions- und 
immunohistochemischer Experimente zwar eine potente Inhibition auf DNA-Ebene 
nachweisen, eine zusätzliche Regulation auf RNA-Ebene ist aber nicht auszuschließen 
(Gaunitz et al. 2005). 
Erstaunlicherweise ergab sich nicht die zu erwartende Auswirkung auf die Luciferase-
Expression in periportalen und perizentralen Hepatozyten. Man könnte vermuten, dass eine 
höhere Stabilität oder bessere Translatierbarkeit der Luciferase-mRNA mit deletiertem 3’-
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Ende bei Transfektion in periportale Hepatozyten eine höhere gemessene Proteinaktivität 
bewirkt. Leider ergaben die Reportergen-Assays eine Vielzahl divergierender Resultate, deren 
Ursache nicht geklärt werden konnte.  
 
Weiterhin sollte beachtet werden, dass bei der Untersuchung der endogenen GS-
mRNA (C.2) die Rattenhepatozyten nicht kultiviert wurden, sondern aus ihrer originalen 
histologischen Anordnung heraus einer RNA-Aufreinigung und RT-PCR unterzogen wurden. 
Alle physiologischerseits vorhandenen Faktoren konnten normal einwirken. Im Falle der 
Transfektionsexperimente erfolgte die Kultivierung der primären Rattenhepatozyten gemäß 
Material und Methoden (siehe Kapitel B). Dabei wird der histologische Zellverband niemals 
korrekt nachempfunden. Als mono-layer-Zellkultur fehlt die Dreidimensionalitet (siehe 
Abbildung 1). Die antegraden portalen und arteriellen sowie retrograden biliären Zu- und 
Abflusswege können nicht simuliert werden, epitheliale und andere nichthepatische Zellen 
des histologischen Gewebeverbandes der Leber sind unsicher kultivierbar. Dies wird relevant, 
wenn man aus perizentralen, endo- oder epithelialen Zellen stammende (und durch die 
Präparationsmethode in periportalen Zellen zerstörte) trans-agierende Faktoren zur 
Instabilitätsvermittlung der periportalen GS-mRNA diskutiert. Dabei werden Ergebnisse von 
Experimenten interessant, bei denen periportale Rattenhepatozyten mit einer epithelialen 
Zellinie der Rattenleber kokultiviert wurden und unter diesem Einfluss die Bildung von GS in 
den eigentlich GS-negativen Hepatozyten einsetzte. Eine spezielle Kokultivierungsanordnung 
zeigte eine starke Induktion der GS derjenigen Hepatozyten, die in engerem lokalen Kontakt 
mit den Epithelzellen standen. Kultivierte Zellen mit größerem Abstand zu den Epithelzellen 
wiesen deutlich geringere GS Steigerungen auf. Die Vermutung läge daher nahe, dass nicht 
nur ein löslicher Faktor, sondern weitere Zell-Zell Interaktionsphänomene für die GS-
Aktivierung und damit -Zonierung verantwortlich sein könnten (Schrode 1990).  
Dies bedeutet auch, dass bei Reportergenassays in einer rein periportalen Subpopulation (GS-
negativ) ohne perizentralen Einfluss möglicherweise eine Regulation unmöglich wird oder sie 
sogar umkehrt. Im Falle der Verwendung eines perizentral gewichteten Zellgemisches (einer 
bis 25% GS-positive Hepatozyten enthaltenden Subpopulation) wäre jedoch eine 
physiologische Instabilitätsvermittlung in der periportalen Fraktion durch Überwiegen des 
perizentralen Einflusses möglich. Die in der perizentralen Präparation nachgewiesene mRNA-
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Menge des Reportergenes wäre dann allein durch den perizentralen Anteil des Zellgemisches 
verursacht und damit verständlicherweise geringer als in der periportalen Population. 
 
Auch ist zu diskutieren, ob zur Untersuchung von Faktoren, die die Stabilität der 
RNA, deren Translatierbarkeit oder subzelluläre Lokalisation beeinflussen könnten, das 
Prinzip der transienten Transfektionen ausreichend zuverlässig ist. Unter Annahme eines fein 
austarierten intrazytoplasmatischen und intranukleären Gleichgewichtes der zu 
untersuchenden Faktoren zur Expressions-Regulation auf RNA-Ebene könnte das plötzliche 
Auftreten von transfizierter Plasmid-DNA eine Störung darstellen. Im zeitlichen Fenster der 
transienten Transfektion müsste eigentlich zu regulierende RNA genomischen Ursprungs mit 
RNA plasmidischen Ursprungs um die bindenden Faktoren konkurrieren und eine Regulation 
im physiologischen Umfang möglicherweise erschweren, unmöglich machen oder die 
Ergebnisse verzerren. Weiterhin ist in allen Transfektionsexperimenten von einer homogenen 
Transfektionseffizienz aller verwendeter Zellen ausgegangen worden. Es gibt aber nun 
Erkenntnisse, dass bei perizentraler und periportaler Subpopulation unterschiedliche 
Transfektionseffizienzen auftreten könnten (persönlich Mitteilung, Dr. Gaunitz). Dies würde 
die Interpretation der Ergebnisse erschweren. Das Problem der Zelldichte stellt einen weiteren 
Diskussionspunkt dar. Die Zelldichte bei Aussaat betrug 0,5 bzw. 2,5 Millionen Zellen pro 
well (6-well Platte bzw. 1-well Platte). Der Kultivierungserfolg wurde später qualitativ 
kontrolliert. Es gab jedoch keine erneute Zelldichtenbestimmung und damit keine Information 
über eventuell differierende Kultivierbarkeit der Subpopulationen.  
Schließlich kann eine Kontaminationen mit perizentralen Hepatozyten zwar nicht 
ausgeschlossen werden, sie ist jedoch aufgrund der Vielzahl der Versuche unwahrscheinlich. 
 
Ein Ausblick sollte abschließend die klinische Relevanz nochmals unterstreichen. Wie seit 
längerem bekannt, ist in vielen humanen Primärtumoren eine auffällig Steigerung sowohl der 
GS als auch der GS-mRNA festzustellen (Christa et al. 1994, Osada et al. 1999, Myasaka et 
al. 2001). Gebhardt et al. unterstrichen schon 1994 einen Zusammenhang zwischen dem GS-
Phänotyp hepatischer Zellen und verstärktem Wachstum dieser Zellpopulationen. Man 
vermutete, dass sich über das Aufspüren GS-positiver Zellverbände eine frühzeitige 
Diagnostik eventueller hepatozellulärer Malignitäten ergeben könnte. So zeigte sich, dass GS-
exprimierende hepatozelluläre Karzinome eine höhere metastatische Potenz haben (Osada et 
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al. 1999), wobei im Falle des primären humanen hepatozellulären Karzinoms (hCC) die GS-
Expression neben der Child-Klassifikationen und einer eventuellen Infiltration von 
Tumorgewebe in die Portalvene einen unabhängigen Rezidiv-Prognosefaktor darstellt (Osada 
et al. 2000). GS-produzierende Tumore erwerben offensichtlich einen Wachstumsvorteil, 
indem sie in höherem Ausmaß unabhängig werden, da das selbst synthetisierte Glutamin als 
Energiequelle genutzt werden kann (Medina 2001). Die vom Organismus effizient 
kontrollierte und reglementierte Eigenschaft der GS-Synthesefähigkeit könnte damit einen 
wichtigen Schutzmechanismus gegen die Transformierung eines Teiles der Parenchymzellen 
in Zellen mit Wachstumsvorteil sein.  
Dabei könnte die Regulation der Stabilität der GS-mRNA auch einen Beitrag zu einer 
eventuellen Gegenregulation leisten, wenn durch einen Verlust der normalen, 
transkriptionellen Regulation (durch Silencer-Element, Silencer-bindendes Protein und ß-
Catenin, (Gaunitz et al. 2005)) die GS in Zellen irrtümlich exprimiert wird. Die so 
fälschlicherweise synthetisierte GS könnte damit wieder abgebaut werden. 
Nur die genauere Klärung des zugrundeliegenden Mechanismus auf sowohl mRNA- als auch 
Transkriptionsebene kann dabei die Bedeutung der GS auch und besonders innerhalb der 
Tumorgenese aufklären. 
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In der vorliegenden Arbeit wurde das 3’-Ende der Glutaminsynthetase (GS)-mRNA 
untersucht. Das korrespondierende Enzym ist in der Leber der Säuger zytosolisch lokalisiert. 
Hier liegt es als Oktamer vor und besitzt ein spezifisches Molekulargewicht von ca. 360 kDa. 
Es katalysiert die ATP-abhängige Bildung von Glutamin aus Glutamat und Ammoniak und 
trägt somit u.a. zur Detoxifikation von Ammoniak bei. Die Glutaminsynthetase kommt in 
variabler Konzentration in vielen verschiedenen Geweben vor. In Organen, die in besonderem 
Maße an der Ammoniak-Elimination beteiligt sind, beobachtet man eine erhöhte 
Enzymaktivität, die auf Subpopulationen von Zellen zurückzuführen ist. Dies sind im ZNS 
zum Beispiel Astrozyten und in der Leber Hepatozyten, die in ein bis drei Zellreihen um die 
Zentralvenen lokalisiert sind.  
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde vermutet, dass das 3’-Ende der GS-mRNA an der 
Regulation und damit an der Zonierung der GS-Expression beteiligt sein könnte. Diese 
Folgerung ergab sich aus der Beobachtung, dass innerhalb des 3’-nicht-translatierten 
Bereiches (3’-UTR) Sequenzen zu finden sind, die zwischen verschiedenen Spezies 
hochkonserviert sind.  
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Mit Hilfe von Reportergenstudien, transienten Transfektionen sowie Northern-Blot-
Experimenten an primären Hepatozyten aus dem periportalen und perizentralen Bereich der 
Rattenleber wurde untersucht, welche regulatorische Funktion der 3’-Region des GS-Gens der 
Ratte zukommen könnte. Dabei fanden Reportergen-Konstrukte mit Luciferasegenen 
Verwendung, die neben dem homologen GS-Promotor oder einem heterologen SV40-
Promotor einen 1730 Basenpaare langen Abschnitt des 3’-Endes des GS-Genes beinhalteten. 
Spezielles Interesse galt den AU-, GU- und U-reichen Elementen innerhalb der 
hochkonservierten Bereiche des 3’-UTRs. Diese Elemente finden sich häufig in 3’- und 5’-
UTRs von meist labilen mRNAs und gelten als die häufigsten mRNA-Instabilität 
vermittelnden Elemente in Säugerzellen. Aus diesem Grunde kamen zusätzlich Reportergene 
zum Einsatz, bei denen ein hochkonservierter AU-reicher Abschnitt zwischen Position 595 
und 673 des 3’-Endes der GS (bezogen auf das Translationsstopkodon) entfernt wurde (del A-
Konstrukte).  
Die transienten Transfektionen wurden mit primären Rattenhepatozyten durchgeführt, die mit 
Hilfe einer Kollagenase-Perfusionstechnik gewonnen wurden. Dabei war es möglich, 
Gesamthepatozyten sowie unter Verwendung einer Digitonin-Präparationstechnik auch GS-
negative (periportale) Hepatozyten und eine mit GS-positiven (perizentralen) Hepatozyten zu 
ca. 25% angereicherte Subpopulation zu isolieren. Die Transfektion der Reportergene erfolgte 
durch kationische Lipide. Nach Ernte der Zellen wurde die Expression der Reportergene 
durch Bestimmung der Aktivität der Luciferase ermittelt. In anderen Experimenten wurde 
zudem die mRNA isoliert und quantitative Analysen durch Northern Blots und 
Hybridisierungen oder mittels RT-PCR durchgeführt.  
Die Ergebnisse von RT-PCR-Experimenten unter Verwendung von mRNA aus Hepatozyten 
der zwei Subpopulationen belegten das Vorhandensein von endogener GS-mRNA sowohl in 
perizentralen als auch in periportalen Hepatozyten. Obwohl in periportalen Hepatozyten nur 
eine ca. 25-fach geringere Konzentration bestimmt werden konnte, stellte diese einen 
Widerspruch zur messbaren GS-Aktivität dar, die in der periportalen Fraktion wesentlich 
geringer, falls überhaupt nachweisbar ist. Durch Transfektionsexperimente mit Reportergenen 
unterschiedlicher 3’- und 5’-Bereiche wurde untersucht, ob eine unterschiedliche mRNA-
Stabilität oder Translatierbarkeit für diesen Widerspruch verantwortlich sein könnte. Durch 
diese Experimente wurde schließlich gezeigt, dass das 3’-Ende der GS und speziell der 
deletierte Sequenzbereich zwischen Position 595 und 673 für die mRNA-Stabilität in 
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Hepatozyten tatsächlich eine regulatorische Funktion haben könnte. So zeigten sich die 
mRNAs der Reportergenkonstrukte mit Deletion des AU-reichen Abschnittes zwischen 
Position 595 und 673 des 3’-Ende der GS  (del A-Konstrukte) als vergleichsweise stabil in 
periportalen Hepatozyten. Die mRNAs der Reportergenkonstrukte mit dem vollständigen 3’-
Bereich verhielt sich dagegen in der Population perizentraler Hepatozyten (~25% GS-positiv 
und ~75% GS-negativ) vergleichsweise instabil. Eine Untersuchung der korrespondierenden 
Enzymaktivität durch Luciferase-Assays in perizentralen und periportalen Hepatozyten 
konnte diesen Unterschied allerdings nicht eindeutig bestätigen. Auf der anderen Seite zeigte 
der Vergleich der Experimente mit dem homologen Promoter der GS mit denen des 
heterologen SV40-Promotors, dass dem Zusammenwirken des 3’-UTRs mit dem 5’-UTR, 
bzw. dem GS-Promotor die eigentliche Bedeutung zukommen dürfte. Sehr wahrscheinlich ist, 
dass in der endogenen Situation eine Wechselwirkung zwischen dem 5’-Ende der GS-mRNA 
und dem 3’-Ende erfolgt. 
 
Obwohl in den Jahren nach Abschluss des experimentellen Teils der vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden konnte, dass das Phänomen der Zonierung maßgeblich durch Mechanismen 
der Regulation der Transkription kontrolliert wird, lassen die vorliegenden Ergebnisse 
vermuten, dass eine über das 3’-Ende vermittelte selektive Destabilisierung der GS-mRNA 
mit zur Regulation der Expression der GS beiträgt. Insbesondere den Elementen zwischen 
Position 595 und 673 im 3’-UTR könnte eine besondere Bedeutung zukommen, wenngleich 
deutlich ist, dass deren Wirkung von Elementen im und oberhalb des Promotors abhängig ist. 
Obwohl spekulativ, könnte vermutet werden, dass diese Wechselwirkung zu einer veränderten 
mRNA-Stabilität oder Translatierbarkeit führt, wobei anzumerken ist, dass beide Prozesse 
nach heutigem Erkenntnisstand in Beziehung zueinander stehen. Unklar ist auch, welche 
Rolle eine posttranskriptionale Regulation spielen könnte. Möglicherweise dient sie dazu, 
eine Expression der GS in GS-negativen Hepatozyten zu unterdrücken, wenn die auf 
transkriptionaler Ebene erfolgende Regulation gestört ist. Zudem ist anzumerken, dass den 
analysierten Elementen in Zellen anderer Gewebe eine bedeutendere Funktion für die 
Expression der GS zukommen könnte. Dies könnte insbesondere in Geweben der Fall sein, in 
denen andere Verhältnisse zwischen GS-mRNA und GS-Protein vorliegen als in der Leber.  
 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
89 
F LITERATURVERZEICHNIS  
 
   
1 Aharon, T. und Schneider, R.J. (1993): Selective destabilization of short-lived mRNAs 
with the granulocyte-macrophage colony-stimulatingfactor AU-rich 3’ noncoding 
region is mediated by a cotranslational mechanism. Mol Cell Biol; 13(3): 1971-80. 
2 Antic, D., Lu N. und Keene J.D. (1999): ELAV tumor antigen, Hel-N1, increases 
translation of neurofilament M mRNA and induces formation of neurites in human 
teratocarcinom cells. Genes Dev.; 13(4): 449-61. 
3 Bakheet, T., Frevel, M., Williams, B.R., Greer, W. und Khabar, K.S. (2001): ARED: 
human AU-rich element-containing mRNA database reveals an unexpectedly diverse 
functional repertoire of encoded proteins. Nucleic Acids Res; 29(1): 246-54. 
4 Bashirullah, A., Cooperstock, R.L. und Lipshitz, H.D. (2001): Spatial and temporal 
Control of  RNA stability. Proc Natl Acad Sci USA  98: 7025-7028. 
5 Beelman, C.A. und Parker, R. (1994): Differential effects of translational inhibition in 
cis and in trans on the decay of the unstable yeast. J Biol Chem; 269(13): 9687-92. 
6 Beelman, C.A. und Parker, R. (1995): Degradation of mRNA in eukaryotes. Cell; 
81(2): 179-83. 
7 Beelman, C.A., Stevens, A., Caponigro, G., LaGrandeur, T.E., Hatfield, L., Fortner, 
D.M. und Parker, R. (1996): An essential component of the decapping enzyme 
required for normal rates of mRNA turnover. Nature; 382 (6592): 642-6. 
8 Bernstein, P., Peltz, S.W. und Ross, J. (1989): The poly(A)-poly(A)-binding protein 
complex is a major determinant of mRNA stability in vitro. Mol Cell Biol; 9(2): 659-
70. 
9 Bevilacqua, A., Ceriani, M.C., Cappacciolo, S. und Nicolin, A. (2003): Post-
Transcriptional Regulation of Gene Expression by Degradation of Messenger RNAs. J 
Cell Physiol; 195: 356-372. 
10 Bohjanen, P.R., Petryniak, B., June, C.H., Thompson, C.B. und Lindsten, T. (1991):
 An inducible cytoplasmic factor (AU-B) binds selectively to AUUUA multimers in 
the 3’ untranslated  region of lymphokine mRNA. Mol Cell Biol; 11(6): 3288-95. 
11 Bohjanen, P.R., Petryniak, B., June, C.H., Thompson, C.B. und Lindsten, T. (1992):  
F  LITERATURVERZEICHNIS 
90 
 AU RNA-binding factors differ in their binding specificities and affinities. J Biol 
Chem; 267(9): 6302-9. 
12 Brewer, G. (1999): Evidence for a 3'-5' decay pathway for c-myc mRNA in 
mammalian cells. J Biol Chem; 274(23): 16174-9. 
13 Brewer, G. (1999): Messenger RNA decay during aging and development. Ageing Res 
Rev; 1(4): 607-25. 
14 Brewer, G. und Ross, J. (1988): Poly(A) shortening and degradation of the 3' A+U-
rich sequences of human c-myc mRNA in a cell-free system. Mol Cell Biol; 8(4): 
1697-708. 
15 Burger, H.J., Gebhardt, R., Mayer, C. und Mecke, D. (1989): Different capacities for 
amino acid transport in periportal and perivenous hepatocytes isolated by 
digitonin/collagenase perfusion. Hepatology; 9(1): 22-8. 
16 Casey, J.L., Koeller, D.M., Ramin, V.C., Klausner, R.D. und Harford, J.B. (1989): 
Iron regulation of transferrin receptor mRNA levels requires iron-responsive elements 
and a rapid turnover determinant in the 3' untranslated region of the mRNA. EMBO J; 
8(12): 3693-9. 
17 Chen, C.Y., Chen, T.M. und Shyu, A.B. (1994): Interplay of two functionally and 
structurally distinct domains of the c-fos AU-rich element specifies its mRNA-
destabilizing function. Mol Cell Biol; 14(1): 416-26. 
18 Chen, C.Y. und Shyu, A.B. (1994): Selective degradation of early-response-gene 
mRNAs: functional analyses of sequence features of the AU-rich elements. Mol Cell 
Biol; 14(12): 8471-82. 
19 Chen, C.Y. und Shyu, A.B. (1995): AU-rich elements: characterization and 
importance in mRNA degradation. Trends Biochem Sci; 20(11): 465-70. 
20 Chen, C.Y., Xu, N. und Shyu, A.B. (1995): mRNA decay mediated by two distinct 
AU-rich elements from c-fos and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
transcripts: different deadenylation kinetics and uncoupling from translation. Mol Cell 
Biol; 15(10): 5777-88. 
21 Christa, L., Simon, M.T., Flinois, J.P., Gebhardt, R., Brechot, C. und Lasserre, C. 
(1994): Overexpression of glutamine synthetase in human primary liver cancer. 
Gastroenterology; 106: 1312-1320. 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
91 
22 Chu, E., Voeller, D., Koeller, D.M., Drake, J.C., Takimoto, C.H., Maley, G.F., Maley, 
F. und Allegra, C.J. (1993): Identification of an RNA binding site for human 
thymidylate synthase. Proc Natl Acad Sci U S A; 90(2): 517-21. 
23 Coller, J. und Parker, R. (2004): Eukaryotic mRNA decapping. Annu Rev Biochem.; 
73: 861-90. 
24 Conne, B., Stutz, A. und Vassalli, J.D. (2000): The 3’ untranslated region of 
messenger RNA: A molecular ‘hotspot’ for pathology? Nat Med; 6(6): 637-41. 
25 Cook, H.L., Mischo, H.E. und Steitz, J.A. (2004): The Herpesvirus saimiri small 
nuclear RNAs recruit AU-rich element-binding proteins but do not alter host host AU-
rich element containing mRNA levels in virally transformed T-cells. Mol Cell Biol.; 
24(10): 4522-33. 
26 de Groot, C.J., ten Voorde, G.H., van Andel, R.E., te Kortschot, A., Gaasbeek Janzen, 
J.W., Wilson, R.H., Moorman, A.F., Charles, R. und Lamers, WH. (1987):
 Reciprocal regulation of glutamine synthetase and carbamoylphosphate synthetase 
levels in rat liver. Biochim Biophys Acta.; 908(3): 231-40. 
27 Dean, D.C., Newby, R.F. und Bourgeois, S (1988): Regulation of fibronectin 
biosynthesis by dexamethasone, transforming growth factor beta and cAMP in human 
cell lines. J Cell Biol; 106(6): 2159-70. 
28 Dehlin, E., Wormington, M., Korner, C.G. und Wahle, E. (2000): Cap-dependent 
deadenylation of mRNA. EMBO J; 19(5): 1079-86. 
29 Dixon, D.A., Kaplan, C.D., McIntyre, T.M., Zimmerman, G.A. und Prescott, S.M. 
(2000): Post-transcriptional control of cyclooxygenase-2 gene expression. The role of 
the 3'-untranslated region. J Biol Chem; 275(16): 11750-7. 
30 Erlitzki, R., Long, J.C. und Theil, E.C. (2002): Multiple, conserved iron-responsive 
elements in the 3’-UTR of transferrine receptor mRNA enhance binding of iron 
regulatory protein 2. J Biol Chem; 277(45): 42579-87. 
31 Felgner, P.L., Gadek, T.R., Holm, M., Roman, R., Chan, H.W., Wenz, M., Northrop, 
J.P., Ringold, G.M. und Danielsen, M. (1987): Lipofection: a highly efficient, lipid 
mediated DNA-transfection procedure. Proc Natl Acad Scie USA. (84), 7413-7417. 
32 Frischmeyer, P.A., van Hoof, A., O'Donnell, K., Guerrerio, A.L., Parker, R. und Dietz, 
H.C. (2002): An mRNA surveillance mechanism that eliminates transcripts lacking 
termination codons. Science; 295(5563): 2258-61. 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
92 
33 Gaasbeek Janzen, J.W., Lamers, W.H., Moorman, A.F., de Graaf, A., Los, J.A. und 
Charles, R. (1984): Immunohistochemical localization of carbamoyl-phosphate 
synthetase (ammonia) in adult rat liver; evidence for a heterogeneous distribution. 
Histochem Cytochem.; 32(6): 557-64. 
34 Gao, M., Wilusz, C.J., Peltz, S.W. und Wilusz, J. (2001): A novel mRNA-decapping 
activity in HeLa cytoplasmic extracts is regulated by AU-rich elements. EMBO J; 
20(5): 1134-43. 
35 Gaunitz, F. (2002): Molekularbiologische Untersuchungen zur spezifischen 
Expression des Enzyms Glutamin-Synthetase in der Rattenleber. Habilitation. 
Universität Leipzig.  
36 Gaunitz, F., Deichsel, D., Heise, K., Werth, M., Anderegg, U. und Gebhardt, R. 
(2005): An intronic silencer element is responsible for specific zonal expression of 
glutamine synthetase in the rat liver. Hepatology.; 41(6): 1225-32. 
37 Gaunitz. F, Gaunitz, C., Papke, M. und Gebhardt, R. (1997): Cis-regulatory sequences 
from the first intron of the rat glutamine synthetase gene are involved in hepatocyte 
specific expression of the enzyme. Biol Chem.; 378(1): 11-8. 
38 Gaunitz, F., Weber, S., Scheja, L. und Gebhardt, R. (2001): Identification of a cis-
acting element and a novel trans-acting factor of the glutamine synthetase gene in liver 
cells. Biochem Biophys Res Commun.; 284(2): 377-83. 
39 Gay, D.A., Sisodia, S.S. und Cleveland, D.W. (1989): Autoregulatory control of beta-
tubulin mRNA stability is linked to translation elongation. Proc Natl Acad Sci USA; 
86(15): 5763-7. 
40 Gay, E. und Babajko, S. (2000): AUUUA sequences compromise human insulin-like 
growth factor binding protein-1 mRNA stability. Biochem Biophys Res Commun; 
267(2): 509-15. 
41 Gebhardt, R. (1992): Metabolic zonation of the liver: regulation and implications for 
liver function. Pharmacol Ther.; 53(3): 275-354. 
42 Gebhardt, R., Ebert, A. und Bauer, G. (1988): Heterogeneous expression of glutamine 
synthetase mRNA in rat liver parenchyma revealed by in situ hybridization and 
northern blot analysis of mRNA from periportal and perivenous hepatocytes. FEBS 
Lett, 241, 89-93. 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
93 
43 Gebhardt, R. und Gaunitz, F. (1996): Posttranscriptional Events Contribute to the 
Zonated Expression of Glutamine Synthetase in Rat Liverparenchyma. Eur. J. Cell 
Biol. 69, S87.  
44 Gebhardt, R., Gaunitz, F. und Mecke, D. (1994): Heterogeneous (positional) 
expression of hepatic glutamine synthetase: features, regulation and implications for 
hepatocarcinogenesis. Adv Enzyme Regul.; 34: 27-56. 
45 Gebhardt, R., Gaunitz, F., Twisk, J., Papke, M., Ebert, A. und Princen, H. (1997):
 Posttranscriptional Events Play the Dominant Role in Controlling the Highly Zonated 
Expression of GS in Liver Parenchyma. Eukaryotic mRNA Processing, p. 57. Cold 
Spring Harbor Laboratory.  
46 Gebhardt, R., Lindros, K., Lamers, W.H. und Moorman, A.F. (1991): Hepatocellular 
heterogeneity in ammonia metabolism: demonstration of limited colocalization of 
carbamoylphosphate synthetase and glutamine synthetase. Eur J Cell Biol.; 56(2): 
464-7. 
47 Gebhardt, R. und Mecke, D. (1983): Heterogeneous distribution of glutamine 
synthetase among rat liver parenchymal cells in situ and in primary culture. EMBO J.; 
2(4): 567-70. 
48 Glasser, G., Gebhardt, R. und Gaunitz, F. (2000): Heterogeneous expression of mRNA 
in rat liver lobules as detected by differential display. Histochem Cell Biol.; 114(5): 
357-62. 
49 Gläßer, G. (1999): Untersuchungen zur unterschiedlichen Genexpression periportaler 
und perizentraler Ratten-Hepatozyten  mittels Differentiellem Display. Dissertation. 
50 Graham, S.V. (2003): Nonsense-mediated decay breaks the circle? Biochem. J. 373 
(10.1042/BJ20021920COM). 
51 Grosset, C., Chen, C.Y., Xu, N., Sonenberg, N., Jacquemin-Sablon, H. und Shyu, A.B. 
(2000): A mechanism for translationally coupled mRNA turnover: interaction between 
the poly(A)-tail and a c-fos RNA coding determinant via a protein complex. Cell.; 
103(1): 29-40. 
52 Harris, M.E., Bohni, R., Schneiderman, M.H., Ramamurthy, L., Schumperli, D. und 
Marzluff, W.F. (1991): Regulation of histone mRNA in the unperturbed cell cycle: 
evidence suggesting control at two posttranscriptional steps. Mol Cell Biol;11(5): 
2416-24. 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
94 
53 Haussinger, D. (1983): Hepatocyte heterogeneity in glutamine and ammonia 
metabolism and the role of an intercellular glutamine cycle during ureogenesis in 
perfused rat liver. Eur J Biochem.; 133(2): 269-75. 
54 Haussinger, D. (1986): Regulation of hepatic ammonia metabolism: the intercellular 
glutamine cycle. Adv Enzyme Regul.; 25: 159-80. 
55 Hui, S.W., Langne,r M., Zhao, Y.L., Ross, P., Hurley, E. und Chan, K. (1996): The 
role of helper lipids in cationic liposome-mediated gene transfer. Biophys J. (71), 590-
599. 
56 Jack, H.M. und Wabl, M. (1988): Immunoglobulin mRNA stability varies during B 
lymphocyte differentiation. EMBO J; 7(4): 1041-6. 
57 Jacobson, A. und  Peltz, SW. (1999): Tools for turnover: methods for analysis of 
mRNA stability in eukaryotic cells. Methods; 17(1): 1-2. 
58 Jacobson, A. und Peltz, S.W. (1996): Interrelationships of the pathways of mRNA 
decay and translation in eukaryotic cells. Annu Rev Biochem; 65: 693-739. 
59 Jain, R.G., Andrews, L.G., McGowan, K.M., Pekala, P.H. und Keene, J.D. (1997):
 Ectopic expression of Hel-N1, an RNA binding protein, increases glucose transporter 
(GLUT1) expression in 3T3-L1 adipocytes. Mol Cell Biol.; 17(2): 954-62. 
60 Jeon, S. und Lambert, P.F. (1995): Integration of human papillomavirus type 16 DNA 
into the human genome leads to increased stability of E6 and E7 mRNAs: implications 
for cervical carcinogenesis. Proc Natl Acad Sci USA; 92(5): 1654-8. 
61 Katz, D.A., Theodorakis, N.G., Cleveland, D.W., Lindsten, T. und Thompson, C.B. 
(1994): AU-A, an RNA-binding activity distinct from hnRNP A1, is selective for 
AUUUA repeats and shuttles between the nucleus and the cytoplasm. Nucleic Acids 
Res; 22(2): 238-46. 
62 Klein, N., Curatola, A.M. und Schneider, R.J. (1999): Calcium-induced stabilization of 
AU-rich short-lived mRNAs is a common default response. Gene Expr; 7(4-6): 357-
65. 
63 Koeller, D.M., Horowitz, J.A., Casey, J.L., Klausner, R.D. und Harford, J.B. (1991):
 Translation and the stability of mRNAs encoding the transferrin receptor and c-fos.
 Proc Natl Acad Sci USA; 88(17): 7778-82. 
64 Kuo, F.C. und Darnell, J.A. Jr. (1989): Mouse glutamine synthetase is encoded by a 
single gene that can be expressed in a localized fashion. J Mol Biol; 208: 45-56. 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
95 
65 Lagnado, C.A., Brown, C.Y. und Goodall, G.J. (1994): AUUUA is not sufficient to 
promote poly(A) shortening and degradation of an mRNA: the functional sequence 
within AU-rich elements may be UUAUUUA(U/A)(U/A). Mol Cell Biol; 14(12): 
7984-95. 
66 Lagnado, C.A., Brown, C.Y. und Goodall, G.J. (1996): A cytokine mRNA-
destabilizing element that is structurally and functionally distinct from A+U-rich. Proc 
Natl Acad Sci USA; 93(24): 13721-5. 
67 Lai, W.S., Carballo, E., Strum, J.R., Kennington, E.A., Phillips, R.S. und Blackshear, 
P.J. (1999): Evidence that tristetraprolin binds to AU-rich elements and promotes the 
deadenylation and destabilization of tumor necrosis factor alpha mRNA. Mol Cell 
Biol; 19(6): 4311-23. 
68 Lamers, W.H., Gaasbeek Janzen, J.W., Kortschot, A.T., Charles, R. und Moorman, 
A.F. (1987):  Development of enzymic zonation in liver parenchyma is related to 
development of acinar architecture. Differentiation.; 35(3): 228-35. 
69 Laroia, G., Cuesta, R., Brewer, G. und Schneider, R.J. (1999): Control of mRNA 
decay by heat shock-ubiquitin-proteasome pathway. Science; 284(5413): 499-502. 
70 Lee, C.H., Leeds, P. und Ross, J. (1998): Purification and characterization of a 
polysome-associated endoribonuclease that degrades c-myc mRNA in vitro. J Biol 
Chem; 273(39): 25261-71. 
71 Lieberman, A.P., Pitha, P.M. und Shin, M.L. (1992): Poly(A) removal is the kinase-
regulated step in tumor necrosis factor mRNA decay. J Biol Chem; 267(4): 2123-6. 
72 Lie-Venema, H., Hakvoort, T.B., van Hemert, F.J., Moorman, A.F. und Lamers, W.H. 
(1991): Regulation of the spatiotemporal pattern of the glutamine synthetase in the 
acidotic rat. Contr Nephrol; 61: 243. 
73 Lin, C.K. und Dunn, A. (1989): Hypophysectomy decreases and growth hormone 
increases the turnover and mass of rat liver glutamine synthetase. Life Sci.; 45(25): 
2443-50. 
74 Lindros, K.O. und Penttila, K.E. (1985): Digitonin-collagenase perfusion for efficient 
separation of periportal or perivenous hepatocytes. Biochem J.; 228(3): 757-60. 
75 Mangus, D.A., Evans, M.C. und  Jacobsen, A. (2003): Poly(A)-binding Proteins: 
multifunctional scaffolds for the posttranscriptional constrol of gene expression.
 Genome Biol.; 4(7): 223. 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
96 
76 Mason, J.O., Williams, G.T. und Neuberger, M.S. (1988): The half-life of 
immunoglobulin mRNA increases during B-cell differentiation: a possible role for 
targeting to membrane-bound polysomes. Genes Dev; 2(8): 1003-11. 
77 Medina, M.A. (2001): Glutamine and cancer. J Nutr.;131(9 Suppl): 2539S-42S; 
discussion 2550S-1S. 
78 Meijlink, F., Curran, T., Miller, A.D. und Verma, I.M. (1985): Removal of a 67-base-
pair sequence in the noncoding region of protooncogene fos converts it to a 
transforming gene. Proc Natl Acad Sci USA.; 82(15): 4987-91. 
79 Mignone, F., Gissi, C., Liuni, S. und Pesole, G. (2002): Untranslated regions of 
mRNAs. Genome Biol.; 3(3): REVIEWS0004.   
80 Mill, J.F., Mearow, K.M., Purohit, H.J., Haleem-Smith, H., King, R. und Freese, E. 
(1991): Cloning and functional characterization of the rat glutamine synthetase gene. 
Mol Brain Research; 9: 197-207. 
81 Miyasaka, Y., Enomoto, N., Nagayama, K., Izumi, N., Marumo, F und Watanabe, M. 
(2001): Analysis of differentially expressed genes in human hepatocellular carcinoma 
using suppression subtractive hybridization. Br J Cancer; 85:  228-234. 
82 Mohr, E. und Richter, D. (2004): Subcellular vasoprerssin mRNA trafficking and local 
translation in dendtrites. J Neuroendocrinol.; 16(4): 333-9. 
83 Moorman, A.F., Vermeulen, J.L., Charles, R. und Lamers, W.H. (1989): Localization 
of ammonia-metabolizing enzymes in human liver: ontogenesis of heterogeneity.
 Hepatology.; 9(3): 367-72. 
84 Mukherjee, D., Gao, M., O'Connor, J.P., Raijmakers, R., Pruijn, G., Lutz, C.S. und 
Wilusz, J. (2002): The mammalian exosome mediates the efficient degradation of 
mRNAs that contain AU-rich elements. EMBO J 15; 21(1-2): 165-74. 
85 Naveh-Many, T., Bell, O., Silver, J. und Kilav, R. (2002): Cis and trans acting factors 
in the regulation of parathyroid hormone (PTH) mRNA stability by calcium and 
phosphate. FEBS Lett; 529(1): 60-4. 
86 Osada, T., Nagashima, I., Tsuno, N.H., Kitayama, J. und Nagawa, H. (2000): 
Prognostic significance of glutamine synthetase expression in unifocal advanced 
hepatocellular carcinoma. J Hepatol.; 33(2): 247-53.  
87 Osada, T., Sakamoto, M., Nagawa, H., Yamamoto, J., Matsuno, Y. und Iwamatsu, A. 
(1999): Acquisition of glutamine synthetase expression in human 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
97 
hepatocarcinogenesis: relation to disease recurrence and possible regulation by 
ubiquitin-dependent proteolysis. Cancer; 85: 819-831. 
88 Peltz, S.W. und Ross, J. (1987): Autogenous regulation of histone mRNA decay by 
histone proteins in a cell-free system. Mol Cell Biol; 7(12): 4345-56. 
89 Peng, S.S., Chen, C.Y. und Shyu, A.B. (1996): Functional characterization of a non-
AUUUA AU-rich element from the c-jun proto-oncogene mRNA: evidence for a 
novel class of AU-rich elements. Mol Cell Biol; 16(4): 1490-9. 
90 Peppel, K., Vinci, J.M. und Baglioni, C. (1991): The AU-rich sequences in the 3' 
untranslated region mediate the increased turnover of interferon mRNA induced by 
glucocorticoids. J Exp Med; 173(2): 349-55. 
91 Qin, H. und Gunning P. (1997): The 3'-end of the human beta-actin gene enhances 
activity of the beta-actin expression vector system: construction of improved vectors. J 
Biochem Biophys Methods.; 36(1): 63-72. 
92 Ramsay, R.G., Ciznadija, D., Vanevski, M. und Mantamadiotis, T. (2003): 
Transriptional regulation of cyclo-oxygenase expression: three pillars of control. Int J 
Immunopathol Pharmacol.; 16(2 Suppl): 59-67. 
93 Rappaport, A.M., Borowy, Z.J., Lougheed, W.M. und Lotto, W.N. (1954):
 Subdivision of hexagonal liver lobules into a structural and functional unit; role in 
hepatic physiology and pathology. Anat Rec.; 119(1): 11-33. 
94 Rappaport, A.M. (1976): The microcirculatory acinar concept of normal and 
pathological hepatic structure. Beitr Pathol.; 157(3): 215-43. 
95 Ross,  J. (1995): mRNA Stability in Mammalian Cells. Mikrobiological Reviews; 59 
(3):  423-450.  
96 Ross, J. (1997): A hypothesis to explain why translation inhibitors stabilize mRNAs in 
mammalian cells: mRNA stability and mitosis. Bioessays; 19(6): 527-9. 
97 Ross, J., Kobs, G., Brewer, G. und Peltz, S.W. (1987): Properties of the exonuclease 
activity that degrades H4 histone mRNA. J Biol Chem; 262(19): 9374-81. 
98 Saini, K., Thomas, P. und Bhandari, B. (1990): Hormonal regulation of stability of 
glutamine synthetase mRNA in cultured 3T3-L1 adipocytes. Biochem J.; 267(1): 241-
4. 
99 Schiavi, S.C., Wellington, C.L., Shyu, A.B., Chen, C.Y., Greenberg, M.E. und 
Belasco, J.G. (1994): Multiple elements in the c-fos protein-coding region facilitate 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
98 
mRNA deadenylation and decay by a mechanism coupled to translation. J Biol Chem; 
269(5): 3441-8. 
100 Schrode, W., Mecke, D. und Gebhardt, R. (1990): Induction of glutamine synthetase in 
periportal hepatocytes by cocultivation with a liver epithelial cell line. Eur J Cell Biol.; 
53(1): 35-41. 
101 Schwartz, D.C. und Parker, R. (1999): Mutations in translation initiation factors lead 
to increased rates of deadenylation and decapping of mRNAs in Saccharomyces 
cerevisiae. Mol Cell Biol; 19(8): 5247-56. 
102 Semenkovich, C.F., Coleman, T. und Goforth, R. (1993): Physiologic concentrations 
of glucose regulate fatty acid synthase activity in HepG2 cells by mediating fatty acid 
synthase mRNA stability. J Biol Chem; 268(10): 6961-70. 
103 Shaw, G. und Kamen R. (1986): A conserved AU sequence from the 3' untranslated 
region of GM-CSF mRNA mediates selective mRNA degradation. Cell; 46(5): 659-
67. 
104 Shyu, A.B., Belasco, J.G. und Greenberg, M.E. (1991): Two distinct destabilizing 
elements in the c-fos message trigger deadenylation as a first step in rapid mRNA 
decay. Genes Dev; 5(2): 221-31. 
105 Shyu, A.B., Greenberg, M.E. und Belasco, J.G. (1989): The c-fos transcript is targeted 
for rapid decay by two distinct mRNA degradation pathways. Genes Dev; 3(1): 60-72. 
106 Sokolowski, M., Zhao, C., Tan, W. und Schwartz, S. (1997): AU-rich mRNA 
instability elements on human papillomavirus type 1 late mRNAs and c-fos mRNAs 
interact with the same cellular factors. Oncogene; 15(19): 2303-19. 
107 Stanulovic, V.S., Garcia de Veas Lovillo, R.M., Labruyere, W.T., Ruijter, J.M., 
Hakvoort, T.B.M. und Lamers, W.H. (2006): The 3’-UTR of the glutamine-synthetase 
gene interacts specifically with upstream regulatory elements, contains mRNA-
instability elements and is involved in glutamine sensing. Biochimi J. 
108 Staton, J.M., Thomson, A.M. und Leedman, P.J. (2000): Hormonal regulation of 
mRNA stability and RNA-protein interactions in the pituitary. J Mol Endocrinol; 
25(1):17-34. 
109 Stoeckle, M.Y. (1992): Removal of a 3' non-coding sequence is an initial step in 
degradation of gro alpha mRNA and is regulated by interleukin-1. Nucleic Acids Res; 
20(5): 1123-7. 
F  LITERATURVERZEICHNIS 
99 
110 Stoeckle, M.Y. und Guan, L. (1993): High-resolution analysis of gro alpha mRNA 
poly(A) shortening: regulation by interleukin-1 beta. Nucleic Acids Res; 21(7):1613-7. 
111 Stoecklin, G., Hahn, S. und Moroni, C. (1994): Functional hierarchy of AUUUA 
motifs in mediating rapid interleukin-3 mRNA decay. J Biol Chem; 269(46): 28591-7. 
112 Tourriere, H., Chebli, K. und Tazi, J. (2002): mRNA degradation machines in 
eukaryotic cells. Biochimie; 84(8): 821-37. 
113 Van de Zande, L.A., Labruyére, W.T., Arnberg, A.C., Wilson, R.H., van den Bogaert, 
A.J.W., Das, A.T., van Oorschot, D.A.J., Frijters, C., Charles,  R., Moorman, A.F.M. 
und Lamers, W.H. (1990): Isolation and characterization of the rat glutamine 
synthetase-encoding gene. Gene;  87: 225-232. 
114 Van den Hoff, M.J., Geerts, W.J., Das, A.T., Moorman, A.F. und Lamers, W.H. 
(1991): cDNA sequence of the long mRNA  for human glutamine synthetase. Biochim 
Biophys; Acta 1090, 249-251. 
115 Veyrune, J.L., Carillo, S., Vie, A. und Blanchard, J.M. (1995): c-fos mRNA instability 
determinants present within both the coding and the 3' non coding region link the 
degradation of this mRNA to its translation. Oncogene; 11(10): 2127-34.  
116 Wang, Z. und Kiledjian, M. (2000): The poly(A)-binding protein and an mRNA 
stability protein jointly regulate an endoribonuclease activity. Moll Cell Biol.; 20(17): 
6334-41. 
117 Wein, G., Rossler, M., Klug, R. und Herget, T. (2003): The 3’-UTR of the mRNA 
coding for the major protein kinase C substrate MARCKS contains a novel CU-rich 
element interacting with the mRNA stabilizing factors HuD and HuR. Eur J Biochem; 
270(2): 350-65. 
118 Wilson, G.M. und Brewer, G. (1999): The search for trans-acting factors controlling 
messenger RNA decay. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol; 62: 257-91. 
119 Wilson, T. und Treisman, R. (1988): Removal of poly(A) and consequent degradation 
of c-fos mRNA facilitated by 3' AU-rich sequences. Nature; 336(6197): 396-9.  
120 Wilusz und Wormington (2001): The cap-to-tail guide to mRNA  turnover. Nat Rev 
Mol Cell Biol; 2(4): 237-46. 
121 Winstall, E., Gamache, M. und Raymond, V. (1995): Rapid mRNA degradation 
mediated by the c-fos 3’ AU-rich element and that mediated by the granulocyte-
F  LITERATURVERZEICHNIS 
100 
macrophage colony-stimulating factor 3’ AU-rich element occur through similar 
polysome-associated mechanisms. Mol Cell Biol; 15(7): 3796-804. 
122 Wisdom, R. und Lee, W. (1991): The protein-coding region of c-myc mRNA contains 
a sequence that specifies rapid mRNA turnover and induction by protein synthesis 
inhibitors. Genes Dev; 5(2): 232-43. 
123 Xu, N., Chen, C.Y. und Shyu, A.B. (1997): Modulation of the fate of cytoplasmic 
mRNA by AU-rich elements: key sequence features controlling mRNA deadenylation 
and decay. Mol Cell Biol.; 17(8): 4611-21. 
124 Zabner, J., Fasbender, A.J., Moninger, T., Poellinger, K.A. und Welsh, M.J. (1995): 
Cellular and molecular barriers to gene transfer by cationic lipid. J Biol Chem. (270), 
18997-19007. 
125 Zhang, H. und Young, A.P. (1991): A single upstream glucocorticoid response 
element juxtaposed to an AP1/ATF/CRE like site renders the the chicken glutamine 
synthetase gene hormonally inducible in transfected retina. J Biol Chem; 266; 24332-
24338. 
126 Zhang, T., Kruys, V., Huez, G. und Gueydan, C. (2002): AU-rich element-mediated 
translational control: complexity and multiple activities of trans-activating factors.
 Biochem Soc Trans.; 30(Pt 6): 952-8. 
127 Zubiaga, A.M., Belasco, J.G., Greenberg, M.E. (1995): The nonamer UUAUUUAUU 
is the key AU-rich sequence motif that mediates mRNA degradation. Mol Cell Biol; 
15(4): 2219-30. 
128 http://alf3.urz.unibas.ch/pathopic/e/intro.htm  
129 http://www.becomehealthynow.com/popups/liver.htm  
130 ARE-mRNA database ARED: http://rc.ksfhrc.edu.sa/ared 
G ANHANG 
 
 
 
Übersicht über die in den Reportergenen verwendeten Elemente:  
 
 Dargestellt ist der GS-3’-UTR ausgehend von dem Translationsstop-Signal der GS 
(TAA). Neben charakteristischen Restriktionsenzymerkennungssequenzen wurden die zwei 
bekannten Polyadenylierungsstellen (pA) eingetragen. Im mittleren Teil der Abbildung ist der 
in den Reportergenen verwendete 3’-Abschnitt dargestellt, der unmittelbar hinter die 
kodierende Sequenz des Luciferasegens kloniert worden war. Gleichzeitig ist durch einen 
schwarzen Balken die Position der Deletion zwischen Position 596 und 673 markiert, die in 
den ‚delA’ –Konstrukten vorlag. Im unteren Teil ist die Luciferase und der GS-5’-Bereich der 
Konstrukte mit homologem Promotor (H/N-Konstrukte) mit charakteristischen 
Restriktionsenzymerkennungssequenzen gezeigt (tsp: Transkriptionsstartpunkt). In den 
Reportergenen mit SV40-Promotor (pSV-Konstrukte) war der GS-5’-Bereich durch den SV40-
Promotor ersetzt worden. 
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